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imaginarse	 cuál	 es	 la	mejor	 atmósfera	 en	 la	 que	 pasar	 un	 tiempo	 nada	 desdeñable	 de	 la	
existencia,	la	que	vosotros	habéis	generado	ha	superado	con	creces	lo	que	yo	buscaba.		
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El	 glioblastoma	 multiforme	 (GBM)	 es	 una	 de	 las	 formas	 más	 agresivas	 de	 cáncer.	 Estos	






De	esta	manera,	 la	determinación	de	 los	 factores	de	crecimiento	y	 las	vías	de	señalización	
implicadas	en	la	auto‐renovación	y	las	propiedades	tumorigénicas	es	esencial	para	diseñar	
nuevas	 estrategias	 dirigidas	 de	 una	 forma	más	 específica	 frente	 a	 esta	 población	 celular.	
Estudios	previos	han	demostrado	que	el	factor	neurotrófico	MIDQUINA	(MDK)	se	asocia	con	





ALK	 (del	 acrónimo	en	 inglés	Anaplastic Lymphoma Kinase).	Esta	 acción	es	dependiente,	 al	






En	 este	 trabajo	 encontramos	 también	 que	 el	 uso	 de	 fármacos	 capaces	 de	 bloquear	 el	 eje	
MDK/ALK	en	combinación	con	otros	agentes	antitumorales	como	la	temozolomida	(TMZ,	el	
agente	 quimioterapéutico	 utilizado	 actualmente	 para	 el	 tratamiento	 del	 GBM)	 o	 con	 los	
cannabinoides	 (una	 familia	 de	 compuestos	 naturales	 capaces	 de	 inhibir	 el	 crecimiento	 de	
diferentes	tipos	de	tumores,	incluidos	los	gliomas)	elimina	la	población	de	GICs	y	tiene	una	
potente	 actividad	 antitumoral	 en	modelos	 preclínicos	 de	 esta	 enfermedad.	 Además,	 estos	
resultados	 indican	 que	 el	 tratamiento	 con	 extractos	 cannabinoides	 que	 poseen	 distintas	
proporciones	de	THC	(Δ9‐tetrahidrocannabinol)	o	de	CBD	(cannabidiol),	2	de	los	principales	
compuestos	 producidos	 por	 la	 planta	 Cannabis sativa,	 potencian	 la	 acción	 antitumoral	
ejercida	por	la	TMZ	sobre	tumores	derivados	de	cultivos	enriquecidos	en	GICs.	
En	 conjunto,	 los	 resultados	de	esta	Tesis	Doctoral	ponen	de	 relieve	 la	 importancia	del	 eje	
MDK/ALK/SOX9	en	GICs	y	propone	nuevos	abordajes	terapéuticas	que	pueden	contribuir	a	
combatir	el	GBM.			




Glioblastoma	multiforme	(GBM)	 is	one	of	 the	most	aggressive	 forms	of	cancer.	 It	has	been	
proposed	 that	 the	 presence	 within	 these	 tumors	 of	 a	 population	 of	 cells	 with	 stem‐like	
features	 termed	 Glioma	 stem‐like	 cells	 or	 Glioma	 Initiating	 Cells	 (GICs)	 exhibiting	 a	 high	
resistance	to	chemo	and	radiotherapy	is	responsible	for	the	relapses	that	almost	invariably	
take	place	in	the	patients	with	this	disease.	
Therefore,	 the	 identification	of	 the	growth	 factors	and	signalling	pathways	 involved	 in	 the	
regulation	of	the	self‐renewal	and	tumorigenic	properties	of	these	cells	is	essential	to	design	
new	therapeutic	strategies	aimed	at	targeting	more	specifically	this	cell	population.	Previous	













Our	 findings	 also	 demonstrate	 that	 the	 pharmacological	 targeting	 of	 the	 MDK/ALK	 axis	
targets	 the	population	of	GICs	 in vitro	 and	 in	 tumor	xenografts.	Moreover,	blockade	of	 the	
MDK/ALK	signaling	pathway	enhances	the	response	of	GICs	cultures	to	the	treatment	with	
temozolomide	 (TMZ,	 the	 benchmark	 agent	 for	 the	management	 of	 GBM)	 or	 cannabinoids.	
Thus	we	found	that	treatment	with	these	drug	combinations	eliminate	the	population	of	GICs	
thereby	promoting	a	strong	antitumoral	effect	in	preclinical	models	of	GBM.		
Data	 presented	 here	 also	 show	 that	 the	 treatment	 with	 different	 ratios	 of	 THC	 (Δ9‐
tetrahydrocannabinol)	 and	 CBD	 (cannabidiol),	 the	 two	main	 ingredients	 produced	 by	 the	






















ALCL:	Anaplastic Large Cell Lymphoma (linfoma	anaplásico	de	células	grandes) 	
ALDH:	Aldehyde dehydrogenase	(aldehído	deshidrogenasa)	
ALK:	Anaplastic lymphoma kinase receptor (quinasa	del	linfoma	anaplásico)	
AMPK:	Adenosine monophosphate-activated protein (proteína	quinasa	activada	por	AMP)	
ATCC:	American Type Cell Culture Collection		
ATF4:	Activating transcription factor 4 (factor	activador	de	la	transcripción	4)	
ATG: Autophagy-related gene (gen	relacionado	con	autofagia)	
ATP:	Adenosine triphosphate (adenosina	trifosfato)	
BDS:	Botanical drug substance (extracto	botánico	enriquecido)	
BHE:	Barrera	hematoencefálica	
cAMP:	cyclic adenosine monophosphate (AMP	cíclico)  
CB1:	Cannabinoid receptor 1 (receptor	cannabinoide	1)	
CB2:	Cannabinoid receptor 2 (receptor	cannabinoide	2)	
CBD:	Cannabidiol	
CDKN2A:	Cyclin dependent kinase inhibitor 2A (Inhibidor	2A	de	 la	quinasa	dependiente	de	
ciclinas)	
cDNA:	complementary DNA	(DNA	complementario) 

















EGF:	Epidermal growth factor (factor	de	crecimiento	epidérmico)	
EGFR:	Epidermal growth factor receptor (receptor	para	el	factor	de	crecimiento	epidérmico)	
EGTA:	Ethylene glycol-bis (2-aminoethylether) tetraacetic acid 
eIF2α:	 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit alpha (subunidad	 α	 del	 factor	
eucariótico	iniciador	de	la	traducción) 
EML4:	Echinoderm microtubule associated protein like 4 	
ERK:	Extracellular signal-regulated kinase (quinasa	regulada	por	señales	extracelulares)  
FAAH:	Fatty acid amino hydrolase	(aminohidrolasa	de	ácidos	grasos)	
FAK:	Focal adhesion kinase (quinasa	de	adhesión	focal)	
FBS:	Fetal Bovine Serum (Suero	fetal	bovino)	
FDA:	Food and Drug Administration (adminsitración	de	alimentos	y	medicamentos)	
FGF:	Fibroblast growth factor (factor	de	crecimiento	de	fibroblastos)	
FGFR:	 Fibroblast growth factor receptor	 (receptor	 para	 el	 factor	 de	 crecimiento	 de	
fibroblastos)  
GAPDH:	 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (gliceraldehído	 3‐fosfato	
deshidrogenasa) 	
GBM:	Glioblastoma	multiforme	
GFAP:	Glial fibrilar acid protein	(proteína	glial	fibrilar	ácida)	
GICs:	Glioma Initiating Cells	(células	iniciadoras	de	glioma)	
GPCR:	G-protein coupled receptor	(receptores	acoplados	a	proteínas	G)	
GRB2:	Growth factor receptor bound protein 2 (proteína	de	unión	al	receptor		de	crecimiento	
epidérmico)	
HER2:	Human epidermal growth factor receptor 2	 (receptor	 para	 el	 factor	 de	 crecimiento	
epidérmico	2)	
HGF:	Hepatocyte growth factor (factor	de	crecimiento	de	hepatocitos)		
HIF1α:	Hypoxia inducible factor 1 subunit alpha	(factor	inducible	por	hipoxia	1α)	
HMG:	High mobility box 	
ID1-2:	Inhibitor of DNA binding 1-2 (inhibidores	de	la	unión	al	DNA	1	y	2)	
IDH:	Isocitrato	deshidrogenasa	1	y	2	
IGF:	Insulin-like growth factor	(factor	de	crecimiento	insulínico)	










LAMP1/2A: Lysosomal associated membrane protein 1/2A (proteínas	 asociadas	 a	 la	
membrana	lisosomal	1	y	2A)	
LBD:	Ligand-binding domain (dominio	de	unión	al	ligando)	
LDA:	Limiting dilution assay (ensayos	de	dilución	límite)	




LRP1:	LDL receptor-related protein 1 (receptor	de	lipoproteína	de	baja	densidada)	
MAM:	Meprin/A5- protein/PTPmu	
MAP1LC3A (LC3):	Microtubule associated protein 1 light chain 3 alpha	(cadena	ligera	de	la	
proteína	asociada	a	microtúbulos)	
MAPK:	Mitogen-activated protein kinases (quinasas	activadas	por	mitógenos)	
MDK:	MIDKINE (MIDQUINA)	
MDK Ab:	 Anticuerpo	 neutralizante	 de	MDK	 (diseñado	 frente	 al	 dominio	N	 terminal	 de	 la	
proteína)	
MGMT:	O6‐metilguanina	metil	transferasa	
MMP:	Matrix metallopeptidase  (metaloproteinasas	de	matriz)	
mRNA:	Messenger RNA	(RNA	mensajero)	
MTIC:	Monometil	triazenoimidazol	carboxamida		
MTOR:	Mechanistic Target of Rapamacyn Kinase (quinasa	diana	de	la	rapamicina) 	
NADPH:	 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced (nicotinamida‐adenina‐
dinucleótido	fosfato)	
NEFL:	Neurofilament light (neurofilamento	ligero)	
NFB:	 Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (factor	 nuclear	
potenciador	de	las	cadenas	ligeras	kappa	de	las	células	B	activadas)	
NF-1:	Neurofibromina	1	
NK: Natural killer 
NPM:	Nucleofosmina	1	
NSCL:	Non-small cell lung cancer (cancer	de	pulmón	no	microcítico)	





PBS:	Phosphate buffered saline (tampón	fosfato	salino)	











PKG: Protein kinase G	(Proteína	quinasa	dependiente	de	GMP	cíclico)	
PLC-:	Phospholypase C gamma 1 (fosfolipasa	C	gamma)	
PMSF:	Phenylmethylsulfonyl Fluoride (fluoruro	de	fenilmetilsulfonilo)	




PTEN:	Phosphatase and tensin homolog (fosfatasa	homóloga	de	tensina)	
PTN:	Pleiotropina	
PTPRζ:	Protein tyrosine phosphatase receptor Type Z (receptor	tirosina‐fosfatasa	tipo	Z)	
qPCR:	 Quantitative polymerase chain reaction (reacción	 en	 cadena	 de	 la	 polimerasa	
cuantitativa)	
QT:	Quimioterapia	
RCAS:	Replication-Component ASLV long terminal repeat with Splice acceptor	
RE:	Retículo	endoplásmico	
RNA:	Ribonucleic acid	(ácido	ribonucleico)	
ROS:	Reactive oxygen species (especies	reactivas	de	oxígeno)	
RPM:	Revoluciones	por	minuto	
RT:	Radioterapia	
SALL2:	Spalt like transcription factor 2 
SCID:	Severe combined immunodeficient (inmunodeficiencia	severa	combinada)	
SDS:	Sodium dodecyl sulfate (dodecil	sulfato	sódico)	
SEC:	Sistema	endocannabinoide	
SEM:	Error	estándar	de	la	media	
SH2:	SRC homology 2 (proteína	homóloga	de	SRC)	
SHH:	Sonic	Hedgehog	
SLC12A5:	Solute Carrier Familiy 10 member 5 
SNC:	Sistema	nervioso	central	
SNP:	Single nucleotide polymorphism (polimorfismo	de	nucleótido	único)	
SPT:	Serina‐palmitoil	transferasa	
SRY:	Sex determining region Y  






TBP:	TATA-box binding protein (proteína	de	unión	a	la	caja	TATA)	
TBS-T:	Tris-buffer saline Tween 20 (tampon	salino	con	Tween‐20) 
TCGA:	The Cancer Genome Atlas	(Atlas	del	Genoma	del	Cáncer)	
TERT:	Telomerase reverse transcriptase (transcriptasa	inversa	de	la	telomerasa)	
THC:	Δ9‐tetrahidrocannabinol		
TMZ:	Temozolomida	
TRIB3:	Tribbles pseudokinase 3 
TRPV1-2:	Transient receptor potential cation channel subfamily V member 1,2)	
TTF:	Tumor Treating Fields 	
TVA:	Tumor virus A 	
UBD:	Ubiquitin-binding domain (dominio	de	unión	a	ubiquitina)	
ULK1:	Unc-51 like autophagy activating kinase 1 (quinasa	activadora	de	autofagia	UNC‐51)	
VEGF:	Vascular endotelial growth factor (factor	de	crecimiento	endotelial	vascular)	






































origen	 (Louis	 et	 al.,	 2007).	 Así,	 dentro	 de	 los	 gliomas	 (tumores	 del	 SNC	 de	 origen	
neuroepitelial)	 podemos	 distinguir	 los	 astrocitomas	 (provenientes	 de	 los	 astrocitos),	
oligodendrogliomas	 (procedentes	 de	 los	 oligodendrocitos)	 y	 los	 oligoastrocitomas,	 que	
poseen	un	origen	mixto	oligodendroglial	y	astrocitario.	Entre	ellos,	los	más	frecuentes	son	los	
astrocitomas,	que	pueden	clasificarse	también	según	su	grado	de	malignidad:	





distorsión	 de	 las	 estructuras	 anatómicas	 afectadas	 e	 imposibilitando	 en	muchos	 casos	 su	
resección	completa.			
3.	 Grado	 III	 (astrocitomas	 anaplásicos):	 Astrocitomas	 difusos	 e	 infiltrantes	 con	 mayor	
densidad	 celular	 y	 potencial	 proliferativo,	 atipia	 nuclear	 más	 marcada	 y	 anaplasia	
acompañada	de	mitosis.	Este	tipo	de	tumores	tiene	una	gran	tendencia	a	progresar	a	gliomas	
de	grado	IV.	
4.	 Grado	 IV	 (glioblastoma	multiforme):	 Constituyen	 la	 forma	más	 agresiva	 y	 frecuente	 de	
gliomas,	siendo	el	objeto	de	estudio	de	esta	Tesis,	por	lo	que	sus	características	histológicas	y	
moleculares	se	detallarán	en	los	siguientes	apartados.	






estos	 tumores	 se	 caracterizan	 por	 un	 escaso	 grado	 de	 diferenciación,	 elevada	 actividad	
mitótica,	y	gran	heterogeneidad	celular	que	se	plasma	en	la	presencia	de	células	de	tamaño	y	
morfología	 extremadamente	 variable	 con	 capacidad	 infiltrante.	 Son	 habituales	 en	 estos	














actividad	 tirosina‐quinasa	 como	 el	 receptor	 para	 el	 factor	 de	 crecimiento	 derivado	 de	
plaquetas	(PDGFR),	el	receptor	para	el	factor	de	crecimiento	de	hepatocitos	(cMET),	para	el	




señalización	 intracelulares	 como	 la	 de	 la	 PI3K	 (fosfatidil	 inositol‐4,5‐bifosfato	 3‐







presencia	 de	 mutaciones	 en	 reguladores	 claves	 de	 estas	 vías	 como	 PTEN	 (del	 inglés	




 1.2.1 Clasificación del GBM 
El	 GBM	 puede	 clasificarse	 como	 primario	 o	 secundario.	 La	 mayoría	 de	 los	 GBM	
diagnosticados	son	primarios,	es	decir,	aparecen	de	novo,	mientras	que	tan	solo	un	5‐10%	de	
ellos	 son	 secundarios	 y	provienen	de	 la	progresión	maligna	de	 los	 gliomas	de	bajo	 grado.	
Aunque	histológicamente	no	se	han	encontrado	diferencias	entre	estos	subtipos,	sí	existen	
diferencias	 en	 cuanto	 a	 su	 incidencia	 y	 a	 las	 alteraciones	moleculares	 que	 presentan.	 Así,	
mientras	los	GBM	primarios	presentan	con	frecuencia	amplificaciones	en	EGFR,	deleciones	en	
CDKN2A (inhibidor	2	de	quinasas	dependientes	de	ciclinas)	y	pRB,	pérdida	del	cromosoma	10 











se	 diagnostican	 principalmente	 en	 pacientes	 mayores	 de	 60	 años,	 la	 edad	 media	 del	
diagnóstico	en	los	GBM	secundarios	es	de	en	torno	a	los	45	años	(Nakamura	et	al.,	2007).	
	La	normativa	establecida	por	la	OMS	en	2016	incluye	una	nueva	clasificación	basada	
en	 la	 presencia	 de	mutaciones	 en	 el	 gen	 IDH-1	 (Cuadro 1),	 que	 se	 utiliza	 tanto	 como	 un	
criterio	diagnóstico	como	pronóstico.		
Así,	los	GBM	con	IDH	no	mutado	son	en	su	mayoría	de	origen	primario,	suponen	un	
90%	 de	 los	 casos	 diagnosticados	 y	 suelen	 presentar	 al	 mismo	 tiempo	 mutaciones	 en	 el	
promotor	del	gen	TERT (que	codifica	una	subunidad	catalítica	de	la	enzima	telomerasa)	y	en	
EGFR.	Por	el	contrario,	los	GBM	con	IDH-1	mutado	suponen	un	bajo	porcentaje	de	los	casos	







con	 un	 perfil	 molecular	 diferenciado	 (clásico,	 mesenquimal,	 neural	 y	 proneural),	 y	 cuyas	
principales	características	se	resumen	en	la		Figura I3	(Verhaak	et	al.,	2010)	
Asimismo,	 estudios	 publicados	 recientemente	 han	 ampliado	 nuestro	 conocimiento	
acerca	de	las	alteraciones	genéticas	y	epigenéticas	presentes	en	el	GBM,	especialmente	en	lo	




- Cuadro 1 





Su	 acción	 protumoral	 parece	 estar	 relacionada	 con	 la	 producción	 de	 un	 metabolito	
alternativo,	 el	 2	 hidroxiglutarato	 (2‐HG),	 que	 podría	 inhibir	 la	 actividad	 de	 numerosas	
enzimas	dependientes	de	‐KG	como	demetilasas	de	histonas	y	prolil‐hidroxilasas	así	como	
inducir	una	metilación	masiva	de	 islas	CpG	en	el	DNA.	Por	otro	 lado,	 la	reducción	en	 los	






de	 los	 posibles	 mecanismos	 que	 gobiernan	 la	 gliomagenesis	 (Ceccarelli	 et	 al.,	 2016).	 Sin	
embargo,	a	pesar	del	potencial	pronóstico	o	predictivo	que	podría	tener	la	división	del	GBM	
en	subtipos	o	entidades	moleculares	diferenciadas,	hasta	el	momento	no	se	ha	podido	realizar	
una	 estratificación	 de	 pacientes	 con	 GBM	 que	 permita	 la	 utilización	 de	 aproximaciones	
terapéuticas	diferentes	en	función	de	las	características	moleculares	de	cada	tumor.	
 1.2.2 Diagnóstico y tratamiento 
Ante	la	sospecha	de	un	tumor	cerebral,	se	realiza	una	exploración	física	y	neurológica	
del	 paciente	 (que	 puede	 presentar	 distintas	 manifestaciones	 clínicas	 dependiendo	 de	 la	
localización	 del	 tumor)	 seguida	 de	 pruebas	 radiológicas	 convencionales,	 que	 pueden	 ser	
complementadas	 con	 otras	 técnicas	 más	 específicas	 como	 la	 resonancia	 magnética	 o	 la	






optimizado	 en	 los	 últimos	 años	 mediante	 la	 utilización	 de	 compuestos	 como	 el	 ácido	 5‐	
Figura I3. Características de los distintos subtipos moleculares de GBM.	Perfil	de	expresión	génica	de	173	
muestras	de	pacientes	 con	GBM	en	 los	que	 se	 analizan	 los	 niveles	de	 expresión	 (en	 rojo	 se	muestra	 la	 sobre‐
expresión,	y	en	verde	la	regulación	a	la	baja)	de	840	genes	distintos,	acompañado	de	un	esquema	resumen	de	las	
principales	alteraciones	moleculares	encontradas	en	cada	uno	de	los	subtipos	definidos	por	este	análisis.	NEFL:	
Neurofilament light;	 SLC12A5:	 Solute Carrier family 12 member 5;	 GABRA1:	 Gamma-aminobutyric acid type A 




aminolevulínico	 (5‐ALA)	 y	 la	 introducción	 de	 la	 cirugía	 asistida	 por	 neuronavegador,	 que	
permiten	una	mejor	identificación	de	regiones	sanas	y	tumorales.	Sin	embargo,	esta	resección	
suele	 ser	 incompleta	 debido	 al	 carácter	 infiltrante	 del	 tumor,	 por	 lo	 que	 se	 requiere	 la	
aplicación	de	un	tratamiento	complementario.	
La	 terapia	 estándar	 postquirúrgica	 incluye	 la	 administración	 combinada	 de	
radioterapia	 (RT)	y	quimioterapia	 (QT)	 con	 el	 fármaco	 temozolomida	 (TMZ)	 (Stupp	et	 al.,	
2005).	La	TMZ	es	un	agente	alquilante	del	DNA	administrado	de	forma	oral	con	capacidad	
para	 atravesar	 la	 barrera	 hematoencefálica	 (BHE)	 y	 sufrir	 una	 rápida	 conversión	 no	
enzimática	 a	 pH	 fisiológico	 para	 formar	 el	 metabolito	 activo	monometil	 triazenoimidazol	
carboxamida	 (MTIC).	 Este	 compuesto	 metila	 la	 guanina	 del	 DNA	 dando	 lugar	 a	 la	 O6‐
metilguanina,	que	inhibe	la	replicación	e	induce	la	apoptosis	de	la	célula	tumoral	(Zhang	J	et	
al.,	2012).	La	efectividad	de	 la	acción	de	 la	TMZ	depende	de	 la	expresión	de	 la	enzima	O6‐








95%	 de	 ellos	 sufre	 recidivas	 en	 un	 período	 corto	 de	 tiempo.	 Las	 principales	 causas	 que	
explican	este	hecho	son	la	dificultad	para	llevar	a	cabo	una	resección	quirúrgica	completa	del	
tumor	 y	 la	 existencia	 dentro	 de	 este	 tipo	 de	 tumores	 de	 una	 población	 de	 células	 con	
características	 similares	 a	 las	 de	 las	 células	 progenitoras	 (denominadas	 frecuentemente	




como	 las	 nitrosueras	 o	 las	 sales	 de	 platino	 (Westphal	 et	 al.,	 2003),	 los	 inhibidores	 de	













de	 progresión	 como	 la	 supervivencia	 global	 de	 pacientes	 con	 GBM	 sin	 mostrar	 efectos	
secundarios	 indeseados	 relevantes	 en	 el	 paciente	 (Stupp	 et	 al.,	 2017).	 Además,	 se	 han	
desarrollado	 ensayos	 clínicos	 en	 el	 contexto	 del	 GBM	utilizando	 diferentes	moléculas	 que	
interfieren	con	las	rutas	de	señalización	frecuentemente	alteradas	en	este	tipo	de	tumores,	o	
bien	de	aquellas	que	modulan	la	respuesta	inmune	(inmunoterapia	antitumoral).	Entre	estos	










1.3 Origen de los gliomas. Células iniciadoras de tumores 
La	 identificación	 de	 las	 células	 a	 partir	 de	 la	 cuales	 se	 originan	 los	 gliomas	 puede	
ayudar	a	comprender	la	enfermedad	y	por	tanto	a	diseñar	mejores	tratamientos	frente	a	ella.	
Durante	muchos	 años,	 se	 ha	 asumido	 que	 el	 principal	mecanismo	 de	 gliomagénesis	 es	 la	







el	 foco	en	 la	capacidad	de	estas	células	para	constituir	un	sustrato	para	 la	 transformación	
neoplásica.	Así,	aunque	según	el	modelo	estocástico	cualquier	célula	tumoral	puede	funcionar	
como	iniciadora	del	tumor	por	acumulación	de	una	serie	de	mutaciones	en	ella	y	posterior	
selección	por	 el	propio	microambiente	 tumoral,	 cada	vez	más	evidencias	 sugieren	que	 los	
tumores	podrían	originarse	también	siguiendo	un	modelo	jerárquico	(Hanahan	&	Weinberg,	
2000).	Esta	teoría	sostiene	que	tan	solo	una	población	minoritaria	de	células	dentro	del	tumor,	
que	 comparten	 características	 biológicas	 con	 las	 células	 madre	 neurales	 (o	 bien	 las	 han	
adquirido	 por	 desdiferenciación	 de	 células	 maduras)	 poseen	 un	 crecimiento	 ilimitado	










progenitores	 amplificadores	más	 diferenciados	 con	 capacidad	 proliferativa	 limitada	 y	 que	
constituyen	la	población	mayoritaria	del	tumor.	
 1.3.1 Características de las GICs. Métodos de identificación 
Las	 GICs	 se	 caracterizan	 fundamentalmente	 por	 su	 capacidad	 ilimitada	 de	 auto‐
renovación	 in vitro	 (que	puede	ser	valorada	mediante	ensayos	de	dilución	 límite)	e	 in vivo	
(valorada	mediante	trasplante	ortotópico	seriado),	su	capacidad	para	formar	una	progenie	
diferenciada	 y	 su	 habilidad	 para	 generar	 tumores	 tras	 ser	 inyectadas	 intracranealmente,	
dando	lugar	a	un	tumor	fenotípicamente	idéntico	al	original	que	reproduce	la	heterogeneidad	
celular	presente	en	la	lesión	inicial	(Vescovi	et	al.,	2006).	Desde	el	punto	de	vista	clínico,	una	






cassettes),	 que	 funcionan	 como	 ATPasas	 que	 expulsan	 los	 agentes	 quimioterapéuticos	 del	
interior	celular,	o	de	 la	enzima	citosólica	aldehído	deshidrogensa	(ALDH),	que	actúa	como	












Debido	a	sus	 implicaciones	clínicas,	 la	detección	y	aislamiento	de	 las	GICs	presenta	
una	gran	relevancia	en	el	GBM.	De	una	forma	general,	las	GICs	pueden	aislarse	mediante	su	
crecimiento	 en	 suspensión,	 formando	 esferas	 en	 un	 medio	 específico	 suplementado	 con	
factores	mitogénicos	como	EGF	y	FGF	(Lee	et	al.,	2006).	Hasta	la	fecha	no	se	ha	descrito	la	
existencia	de	ningún	marcador	exclusivo	o	universal	de	GICs	(al	menos	en	parte	debido	a	la	






estos	 marcadores	 confieren	 una	 serie	 de	 características	 que	 permiten	 su	 identificación,	




útil	 la	 detección	de	moléculas	 de	 superficie	 como	CD15,	 CD44	 y	 especialmente	CD133.	 La	






proteínas	 como	 NESTINA,	 SOX2,	 MUSASHI‐1,	 BMI1,	 OCT3‐4	 o	 la	 ya	 citada	 enzima	 ALDH	
también	se	han	utilizado	para	identificar	GICs,	aunque	su	localización	intracelular	hace	más	
compleja	su	identificación	mediante	técnicas	de	citometría	de	flujo	(Molina	et	al.,	2014).		
 1.3.2 Vías de señalización que regulan las GICs. Factores de transcripción SOX 
Las	GICs	se	encuentran	reguladas	mediante	distintos	mecanismos,	tanto	intrínsecos	






de	estos	 factores	 importantes	para	el	mantenimiento	de	 la	 identidad	de	 las	GICs	son	MYC,	
STAT3	(del	inglés	Signal transducer and activator of transcription 3),	FOXM1,	GLI1	o	NANOG	
(Fang	et	al.,	2014;	Sherry	et	al.,	2009;	Joshi	et	al.,	2013;	Zbinden	et	al.,	2010),	capaces	a	su	vez	
de	reclutar	factores	remodeladores	de	la	cromatina	para	así	promover	la	expresión	de	genes	
que	mantienen	el	 estado	 indiferenciado	de	estas	 células.	Del	mismo	modo,	 los	 factores	de	


























Los	 miembros	 de	 la	 familia	 SOX	 son	 reguladores	 de	 numerosas	 funciones,	
especialmente	durante	 el	desarrollo,	 entre	 las	que	 se	 encuentran	 la	determinación	 sexual,	
condrogénesis,	hematopoyesis,	desarrollo	neural	y	neurogénesis.	En	particular,	los	miembros	
de	la	familia	SOXB1	como	SOX2,	y	de	la	familia	SOXE	como	SOX9,	desempeñan	un	papel	muy	
relevante	 en	 la	 especificación	 glial	 y	 neuronal	 así	 como	 en	 el	 mantenimiento	 de	 las	
propiedades	de	las	células	progenitoras,	contribuyendo	a	la	homeostasis	y	regeneración	de	
tejidos	 también	en	el	 adulto,	 y	en	especial	 en	el	 SNC	 (Scott	 et	 al.,	 2010;	Kang	et	 al.,	 2012;	
Acanda	de	la	Rocha	et	al.,	2014).	Por	este	motivo,	la	presencia	de	mutaciones	o	la	modificación	
en	 los	 niveles	 de	 expresión	 o	 activación	 de	 estos	 factores	 de	 transcripción	 se	 ha	
correlacionado	con	el	desarrollo	de	distintos	tipos	de	tumores	como	pulmón,	cérvix,	colon,	











que	 SOX2,	 junto	 a	 los	 factores	 de	 transcripción	 POU3F2,	 SALL2	 y	OLIG2,	 puede	 actuar	 de	
forma	coordinada	para	reprogramar	células	diferenciadas	de	GBM	en	GICs	(Suvà	et	al.,	2014).	
SOX9	 por	 su	 parte	 favorece	 la	 progresión	 tumoral,	 la	metástasis	 y	 la	 angiogénesis	
actuando	corriente	abajo	(downstream)	de	distintas	vías	de	señalización	como	las	de	WNT,	
SHH,	 NOTCH,	 EGFR	 o	 FGFR	 (Ling	 et	 al.,	 2011;	 Eberl	 et	 al.,	 2012;	 Martini	 et	 al.,	 2013).	
Igualmente	 estimula	 la	 expresión	 de	 genes	 implicados	 en	 el	 control	 del	 ciclo	 celular,	 la	
transición	 epitelio	 mesénquima	 (EMT),	 la	 adhesión	 celular	 o	 en	 el	 mantenimiento	 de	 las	
propiedades	stem-like (Matheu	et	al.,	2012;	Guo	et	al.,	2012;	Larsimont	et	al.,	2015;	Santos	et	
al.,	2016).	En	el	caso	particular	de	glioma,	se	ha	descrito	que	SOX9	participa	en	el	origen	de	
este	 tipo	de	 tumores	 (Glasgow	et	al.,	 2017),	 y	altos	niveles	de	expresión	de	este	 factor	de	
transcripción	se	correlacionan	con	una	menor	supervivencia	global	de	los	pacientes	(Wang	et	
al.,	2012).	De	esta	forma,	el	silenciamiento	de	SOX9	reduce	la	capacidad	proliferativa,	invasiva	
y	 de	 formación	 de	 tumores	 derivados	 de	 líneas	 celulares	 y	 cultivos	 primarios	 de	 GBM,	
favoreciendo	el	 arresto	del	 ciclo	celular	y	 la	apoptosis	 (Swartling	et	al.,	2009;	Wang	et	al.,	
2012;	Gao	et	al.,	2015;	Hiraoka	et	al.,	2015;	Liu	et	al.,	2015).	Además,	una	disminución	en	sus	










ejercida	por	 algunas	 de	 las	 rutas	 de	 señalización	 citadas	 previamente,	 así	 como	por	 otros	
miembros	de	la	familia	SOXs	y	miRNAs	(Ikushima	et	al.,	2009;	Cai	et	al.,	2013;	Garros‐Regulez	
et	al.,	2016;	Liu	et	al.,	2017),	estos	factores	de	transcripción	pueden	ser	regulados	a	nivel	post‐









 1.4 Modelos animales de glioma 
La	utilización	de	ratones	para	modelizar	enfermedades	humanas	está	ampliamente	
extendida	en	 la	 investigación	clínica.	En	el	caso	particular	del	cáncer,	y	a	diferencia	de	 los	
modelos	 con	 invertebrados,	 el	 desarrollo	 del	 tumor	 en	 el	 ratón	 se	 acompaña	 de	 procesos	
complejos	parecidos	a	 los	que	ocurren	en	el	humano	como	la	angiogénesis	y	 la	metástasis.	







lado,	 el	 desarrollo	 de	 modelos	 genéticos	 es	 particularmente	 útil	 para	 identificar	 aquellas	
Figura I6.	Mecanismos de regulación post-traduccional de SOXs.	Resumen	esquemático	de	las	modificaciones	






alteraciones	 o	 eventos	 moleculares	 responsables	 de	 la	 iniciación	 y	 desarrollo	 tumoral,	
pudiendo	mostrar	la	secuencia	de	eventos	que	tienen	lugar	durante	la	progresión	tumoral	e	
identificar	 aquellas	 células	 responsables	 de	 la	 iniciación	 del	 tumor.	 Además,	 permiten	
estudiar	el	papel	desempeñado	por	el	microambiente	y	el	sistema	inmune	en	la	biología	del	
tumor.	Sin	embargo,	las	alteraciones	genéticas	inducidas	son	en	muchos	casos	homogéneas,	
lo	 que	 puede	 no	 reflejar	 por	 completo	 la	 heterogeneidad	 genómica	 y	 fenotípica	 que	 es	
característica	del	GBM	(Stylli	et	al.,	2015).	
Los	 esfuerzos	 iniciales	 destinados	 a	 desarrollar	 modelos	 genéticos	 de	 gliomas	
utilizando	deleciones	de	un	solo	gen	supresor	tumoral	resultaron	un	fracaso,	ya	que	como	los	
análisis	masivos	posteriores	demostraron,	son	necesarias	múltiples	alteraciones	en	vías	de	
señalización	 claves	 para	 el	 mantenimiento	 de	 la	 homeostasis	 tumoral.	 Comenzaron	 a	
desarrollarse	 entonces	 modelos	 genéticos	 basados	 en	 la	 sobre‐expresión	 de	 vías	 de	
señalización	dependientes	de	receptores	con	actividad	tirosina‐quinasa	tales	como	EGFR	o	
PTEN	junto	a	la	pérdida	de	expresión	de	genes	relacionados	con	el	control	del	ciclo	celular	
como	TP53,	pRB, INK4/ARF o	NF-1 (Zhu	et	al.,	2009;	Chow	et	al.,	2011),	lo	que	ha	permitido	
avanzar	 en	 el	 conocimiento	de	 las	 células	de	origen	de	 los	 gliomas	 y	 en	 la	descripción	de	
subtipos	fenotípica	y	molecularmente	distintos	de	GBM	(Alcantara	Llaguno	et	al.,	2015).	
Sin	 embargo,	 el	 elevado	 tiempo	 de	 latencia	 (con	 el	 consecuente	 gasto	 económico)	
necesario	para	la	formación	de	algunos	de	estos	tumores	condujo	al	desarrollo	de	modelos	
genéticos	alternativos.	Uno	de	ellos	es	el	modelo	RCAS‐TVA	(Replication-Component ASLV 
long terminal repeat with Splice acceptor-tumor virus A),	 cuya	 descripción	 detallada	 se	
incluye	en	el	siguiente	epígrafe,	puesto	que	ha	sido	utilizado	a	lo	largo	del	desarrollo	de	esta	
Tesis.	
 1.4.1 Características generales del modelo transgénico TVA 
El	modelo	TVA	consta	de	2	elementos	principales:	por	un	lado	un	vector	viral	RCAS,	
derivado	de	un	retrovirus	aviar,	que	contiene	la	maquinaria	necesaria	para	la	producción	de	





















en	 los	 progenitores	 neurales,	 y	 de	 esta	 manera	 evaluar	 su	 papel	 en	 la	 gliomagénesis	 sin	
necesidad	 de	 recurrir	 a	 varias	 cepas	 o	 cruces	 de	 ratones.	 Además,	 este	 sistema	 confiere	
selectividad	 espacial	 (tan	 solo	 aquellas	 células	 del	 ratón	 que	 expresen	 el	 receptor	 serán	
susceptibles	a	la	infección	y	transferencia	génica)	y	temporal	(derivada	del	momento	elegido	
para	 realizar	 la	 inyección)	 (Ahronian	 &	 Lewis,	 2014).	 Sus	 mayores	 limitaciones	 son	 la	
incapacidad	para	introducir	en	el	vector	RCAS	insertos	de	más	de	3	Kb	(imposibilitando	el	




páncreas,	meduloblastoma	o	 glioma	 (Ahronian	&	Lewis,	 2014)	 e	 incluso	 componentes	del	
estroma	tumoral	(Vervoort	et	al.,	2008).	En	el	contexto	de	glioma,	el	modelo	RCAS‐TVA	ha	







aportado	 información	 clave	 acerca	 de	 la	 cooperación	 existente	 entre	 las	 alteraciones	
detectadas	en	 las	vías	de	señalización	de	EGFR	o	PDGFB	y	aquellas	que	afectan	a	rutas	de	




acerca	de	 la	sucesión	de	eventos	moleculares	que	se	producen	durante	 la	evolución	de	 los	
distintos	subtipos	de	GBM,	así	como	el	posible	origen	común	de	algunos	de	ellos	(Ozawa	et	al.,	
2014).	Por	último,	la	combinación	del	sistema	TVA	con	el	sistema	CRISPR‐Cas9	ha	permitido	


















	 Compuestos	 naturales	 producidos	 por	 la	 planta	 Cannabis sativa,	 de	 la	 que	 se	 han	
aislado	 más	 de	 150	 fitocannabinoides	 distintos	 (Hanuš	 et	 al.,	 2016).	 De	 ellos,	 el	 Δ9‐
tetrahidrocannabinol	(THC),	es	el	más	importante	debido	a	su	abundancia	en	la	planta	y	a	que	









propiedades	 antioxidantes,	 antiinflamatorias	 y	 anticonvulsivantes.	 Aunque	 no	 se	 ha	
identificado	de	manera	precisa	cuales	son	las	dianas	del	organismo	a	través	de	las	cuales	actúa	
el	CBD,	se	ha	propuesto	que	este	compuesto	puede	actuar,	al	menos	en	parte,	mediante	su	
unión	a	receptores	vanilloides	TRPV1‐2	(transient receptor potential cation channel subfamily 
V member 1,2)(Massi	 et	 al.,	 2013),	 algunos	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	 G	
heterotriméricas	(GPCRs)	huérfanos	como	GPR18,	GPR55	o	GPR119	y	los	receptores	PPAR	




Así,	 en	 1992	 se	 identificó	 la	 anandamida	 (AEA)	 como	 primer	 cannabinoide	 endógeno,	



















 2.1 Señalización intracelular dependiente de CB1 y CB2 
Los	cannabinoides	ejercen	la	mayoría	de	sus	efectos	uniéndose	a	los	receptores	CB1	y	
CB2,	 pertenecientes	 a	 la	 familia	 de	 receptores	 acoplados	 a	 proteínas	 G	 heterotriméricas	
(GPCRs)	 caracterizados	 por	 presentar	 7	 segmentos	 transmembrana.	 CB1	 se	 encuentra	
ampliamente	distribuido	en	el	SNC,	presentando	mayor	abundancia	en	los	ganglios	basales,	
cerebelo,	neocortex	e	hipocampo,	aunque	está	presente	también	en	tejidos	periféricos	como	
corazón,	 testículo,	próstata,	 tejido	vascular	y	 sistema	 inmune.	CB2	por	su	parte	se	expresa	
fundamentalmente	en	células	del	sistema	inmune,	desempeñando	un	papel	relevante	en	 la	



















(inhibiendo	canales	de	potasio	de	 tipo	D	que	activan	 la	onda	 inicial	de	entrada	de	calcio	y	
canales	de	calcio	de	tipo	N	y	P/Q)	(Demuth	&	Molleman,	2006).	









la	 acción	 de	 la	 fosfolipasa	 C,	 la	 activación	 de	 receptores	 de	 IP3	 en	 el	 RE	 y	 la	 subsecuente	
activación	de	la	proteína	quinasa	C	(PKC)(De	Petrocellis	et	al.,	2007).	




1.	 Sistema	 nervioso:	 Los	 cannabinoides	 modulan	 los	 procesos	 de	 aprendizaje	 y	







migración	 de	 progenitores	 neurales	 tanto	 en	 estadios	 embrionarios	 como	 en	 los	 nichos	
neurogénicos	existentes	en	el	adulto	(Galve‐Roperh	et	al.,	2013;	Díaz‐Alonso	et	al.,	2016).	
2.	 Sistema	 endocrino:	 Los	 cannabinoides	 tienen	 un	 efecto	 inhibitorio	 sobre	 la	
producción	 de	 hormonas	 sexuales,	 tiroideas	 o	 del	 crecimiento.	 Así,	 intervienen	 en	 la	






áreas	mesolímbicas	e	hipotalámicas	del	 cerebro,	 los	 cannabinoides	 también	promueven	 la	
gluconeogénesis	 y	 la	 síntesis	 de	 ácidos	 grasos	 en	 tejidos	 periférico,	 al	 menos	 en	 parte,	
mediante	su	acción	sobre	la	AMPK	(Adenosine monophosphate-activated protein)	(Bellocchio	
et	al,	2008).	
4.	 Otras	 funciones:	 Los	 cannabinoides	 también	 regulan	 la	 presión	 sanguínea	 y	 la	
respuesta	inmune	e	inflamatoria,	en	este	último	caso	de	forma	dependiente,	principalmente,	
de	la	acción	de	CB2	(Pertwee,	2009).	
 2.3 Papel de los cannabinoides en cáncer: 




Adicionalmente	 a	 esa	 acción	 paliativa,	 desde	 mediados	 de	 la	 década	 de	 los	 70	 se	 tienen	
evidencias	de	la	acción	antitumoral	de	los	cannabinoides	(Munson	et	al.,	1975).	Multitud	de	
estudios	posteriores	han	confirmado	que	distintos	cannabinoides	(entre	los	que	se	incluyen	
fitocannabinoides	 como	 THC	 y	 CBD,	 endocannabinoides	 como	 AEA	 y	 2‐AG	 o	 agonistas	
sintéticos	de	los	receptores	CB1	y	CB2)	inhiben	el	crecimiento	y	la	proliferación	de	distintos	
tipos	de	tumores	in vitro	e	in vivo (Sánchez	et	al.,	2001;	Torres	et	al.	2011;	Velasco	et	al.,	2012).	











contextos	 celulares	 en	 los	 que	 distintas	 dosis	 de	 cannabinoides	 producen	 un	 efecto	
antiproliferativo	apoyan	su	posible	uso	como	agentes	antitumorales.	Esta	acción	antitumoral	
la	llevan	a	cabo	mediante	la	activación	de	distintos	mecanismos	de	señalización.	















los	 cannabinoides,	 y	 en	 particular	 el	 THC,	mediante	 su	 unión	 a	 los	 receptores	 CB1	 y	 CB2,	








eucariótico	 iniciador	de	 la	 traducción	 (eIf2α).	Este	proceso	 favorece	 la	 sobre‐expresión	de	
reguladores	transcripcionales	implicados	en	la	progresión	tumoral	como	p8	(Carracedo	et	al.,	
2006)	 y	 algunos	 de	 sus	 efectores	 como	 ATF4,	 CHOP	 así	 como	 la	 pseudoquinasa	 TRIB3	







esta	 manera,	 TRIB3	 puede	 interaccionar	 e	 inhibir	 a	 la	 quinasa	 AKT,	 con	 la	 consecuente	
inactivación	del	complejo	MTORC1	y	la	estimulación	final	de	una	muerte	celular	apoptótica	
dependiente	de	autofagia	(Salazar	et	al.,	2009;	Hernández‐Tiedra	et	al.,	2016)(Figura I9).	
Además	 del	 THC	 y	 diferentes	 agonistas	 cannabinoides,	 el	 CBD	 también	 induce	 la	
apoptosis	de	células	tumorales.	Los	mecanismos	moleculares	que	median	esta	acción	no	se	
han	dilucidado	por	completo,	aunque	parecen	deberse,	al	menos	en	parte,	a	su	capacidad	para	









Figura I9. El tratamiento con cannabinoides induce la muerte apoptótica de células de glioma.	Descripción	
de	 los	mecanismos	 de	 señalización	 intracelular	 desencadenados	 por	 los	 cannabinoides	 en	 líneas	 celulares	 de	



















angiopoyetina‐2	e	ID3	como	la	activación	de	VEGFR‐2	in vitro e	in vivo	en	glioma	y	carcinoma	
de	piel	(Casanova	et	al.,	2003;	Blázquez	et	al.,	2004).	Del	mismo	modo,	se	ha	descrito	que	los	





Adicionalmente	a	estos	mecanismos,	 se	ha	descrito	que	 los	cannabinoides	 también	
pueden	 modular	 la	 respuesta	 inmune	 antitumoral	 e	 inducir	 la	 diferenciación	 de	 células	
iniciadoras	de	tumores	(Aguado	et	al.,	2007;	Haustein	et	al.,	2014)	
 2.3.2 Resistencia a la acción antitumoral de los cannabinoides 
El	desarrollo	de	resistencias	a	la	acción	de	las	terapias	que	se	utilizan	frente	al	cáncer	
es	 uno	 de	 los	 principales	 obstáculos	 en	 la	 lucha	 contra	 las	 neoplasias	 malignas.	 Esta	
resistencia	puede	deberse	a	la	heterogeneidad	tumoral,	la	presencia	de	células	iniciadoras	de	




determinados	 compuestos	 antitumorales,	 confiriendo	 una	 serie	 de	 características	
moleculares	 a	 los	 tumores	 (o	 a	 determinadas	 células	 dentro	 del	 mismo)	 que	 pueden	
determinar	su	comportamiento	o	su	respuesta	a	distintos	fármacos.	
En	lo	que	se	refiere	a	la	resistencia	a	la	acción	antitumoral	de	los	cannabinoides,	el	
número	de	estudios	 realizados	hasta	el	momento	es	 relativamente	 limitado.	En	 todo	 caso,	









respuesta	 de	 estrés	 de	 RE	 e	 inducción	 de	 autofagia	 proapoptótica	 que	 promueve	 el	 THC	
(Lorente	et	al.,	2011).	Del	mismo	modo,	unos	niveles	incrementados	de	anfiregulina	(un	factor	
de	 crecimiento	 capaz	 de	 unirse	 al	 receptor	 del	 factor	 de	 crecimiento	 epidérmico	 EGFR)	
promueven	la	resistencia	a	la	acción	antitumoral	del	THC	mediante	la	estimulación	de	la	vía	
de	ERK	y	la	subsecuente	inhibición	de	la	expresión	de	p8	y	TRB3	(Lorente	et	al.,	2009).	Estos	
datos	han	servido	como	prueba	de	 concepto	de	que	 la	 combinación	de	 cannabinoides	 con	
inhibidores	 de	 rutas	 de	 señalización	 que	 promueven	 resistencia	 a	 estos	 fármacos	 (como	
podrían	ser	el	eje	MDK/ALK	o	anfiregulina/EGFR)	podría	ser	una	buena	estrategia	terapéutica	
para	potenciar	el	efecto	antitumoral	de	estos	compuestos.		
 2.3.3 Combinación de cannabinoides y otros agentes antitumorales. Efecto de las 
terapias combinadas 





gemcitabina,	 el	 paclitaxel	 o	 el	 5‐fluorouracilo	 podrían	 actuar	 de	 forma	 sinérgica	 frente	 a	
tumores	de	próstata	o	carcinomas	gástricos	y	colorrectales	(Donadelli	et	al.,	2011;	Miyato	et	
al.,	 2009;	Gustafsson	 et	 al.,	 2009).	 En	 glioma,	 la	 administración	 combinada	de	THC	y	TMZ	
posee	un	potente	efecto	antitumoral	en	tumores	subcutáneos	generados	con	líneas	celulares	
de	glioma	tanto	sensibles	como	resistentes	a	la	acción	de	este	agente	alquilante	mediante	una	
potenciación	 de	 la	 autofagia	 pro‐apoptótica	 inducida	 por	 el	 tratamiento	 individual	 con	
cannabinoides		(Torres	et	al.,	2011).	
Otra	 estrategia	 terapéutica	 dentro	 del	 contexto	 de	 las	 terapias	 combinadas	 con	
cannabinoides	 consiste	 en	 la	 utilización	 de	 preparaciones	 que	 contienen	 THC	 y	 CBD,	
especialmente	 en	 una	 proporción	 1:1,	 similar	 al	 fármaco	 Sativex	 (Ver	 más	 detalles	 en	 la	
sección	fármacos	cannabinoides).	Esta	combinación	presenta	una	serie	de	ventajas	frente	a	la	
utilización	exclusiva	de	THC,	ya	que	el	CBD	posee	un	efecto	antitumoral	por	sí	mismo,	permite	








 2.3.4 Ensayos clínicos con cannabinoides como agentes antitumorales 
Estos	 prometedores	 datos	 preclínicos	 han	 conducido	 al	 desarrollo	 de	 2	 ensayos	
clínicos	en	pacientes	con	GBM.	En	el	primero	de	ellos,	en	fase	I,	participaron	9	pacientes	con	
GBM	 que	 habían	 experimentado	 recidivas	 tras	 el	 tratamiento	 inicial	 con	 radioterapia	 y	
quimioterapia	(segunda	línea),	a	los	que	se	le	administró	THC	intracranealmente.	Además	de	
no	detectarse	efectos	secundarios	graves	derivados	de	esta	administración,	algunos	pacientes	






A	 pesar	 de	 que	 no	 pueden	 extraerse	 conclusiones	 significativas	 de	 un	 estudio	 que	
incluye	un	número	tan	reducido	de	pacientes,	estos	esperanzadores	resultados,	junto	con	los	
datos	 preclínicos	 descritos	 en	 el	 apartado	 anterior	 y	 que	mostraban	 la	 existencia	 de	 una	
acción	sinérgica	entre	la	combinación	de	THC:CBD	y	TMZ,	sirvieron	de	base	para	el	desarrollo	
de	otro	ensayo	clínico,	también	en	segunda	línea,	pero	esta	vez	en	fase	I	y	II,	diseñado	por	la	
compañía	 farmacéutica	 británica	 GW	Pharmaceuticals.	 En	 este	 estudio	 se	 han	 incluido	 26	
pacientes	 a	 los	 que,	 además	 del	 tratamiento	 con	 el	 fármaco	 TMZ,	 se	 les	 ha	 administrado	
Nabiximols	(Sativex,	un	fármaco	cannabinoide	que	contiene	proporciones	iguales	de	THC	y	
CBD)	 o	 bien	 placebo.	 A	 expensas	 de	 la	 publicación	 de	 los	 datos	 definitivos,	 GW	
Pharmaceuticals	 ya	 ha	 anunciado	 que	 los	 pacientes	 tratados	 con	 Nabiximols	 (que	 no	
experimentaron	efectos	secundarios	graves	derivados	de	este	tratamiento)	presentaron	una	
tasa	de	supervivencia	a	1	año	del	83%,	frente	al	53%	de	los	pacientes	tratados	con	placebo	




 2.4 Aplicaciones terapéuticas (fármacos cannabinoides) 
	Los	amplios	efectos	exhibidos	por	los	cannabinoides	hacen	de	este	sistema	una	diana	
farmacológica	muy	potente	y	prometedora	para	el	tratamiento	de	distintas	enfermedades.	Por	






















3. MIDQUINA (MDK) 
 3.1 Descripción general. Estructura y regulación  
La	MDK	es	un	factor	de	crecimiento	descubierto	en	1988	como	el	producto	de	un	gen	
sobre‐expresado	 durante	 las	 etapas	 tempranas	 de	 la	 diferenciación	 inducida	 por	 ácido	
retinoico	 en	 células	 de	 carcinoma	 embrionario	 (Kadomatsu,	 1988).	 Comparte	
aproximadamente	 un	 50%	 de	 identidad	 de	 secuencia	 con	 la	 pleiotropina	 (PTN),	 el	 otro	
miembro	de	la	familia	de	factores	de	crecimiento	asociados	a	su	unión	a	heparina,	que	fue	
aislada	de	 forma	casi	simultánea	del	útero	bovino	y	del	cerebro	de	rata	perinatal	en	1989 
(Rauvala,	1989;	Milner	et	al.,	1989),	y	que	posee	 funciones	similares	a	 las	exhibidas	por	 la	
MDK	(Li	et	al.,	1990).	
Los	 niveles	 de	MDK	 son	 elevados	 durante	 la	 embriogénesis,	 especialmente	 en	 las	
etapas	 intermedias	 de	 la	 gestación	 (“Midkine”	 en	 inglés	 proviene	 de	 mid-gestation	 –	
cytokine)	(Kadomatsu	et	al.,	1990).	En	el	adulto,	por	el	contrario,	se	expresa	en	bajos	niveles	
en	localizaciones	muy	restringidas	tales	como	riñón,	intestino,	epidermis	y	epitelio	bronquial	
así	 como	 en	 linfocitos	 y	 macrófagos	 (Muramatsu,	 2014),	 aunque	 su	 expresión	 puede	 ser	
inducida	en	diferentes	tejidos	tras	la	aparición	de	daño	tisular	(Sato	et	al.,	2001),	promoviendo	
el	 crecimiento	 y	 la	 supervivencia	 celular,	 la	 tumorigénesis	 y	 la	 respuesta	 inflamatoria	
(Muramatsu,	2014).	
 3.2 Regulación de la expresión génica de MDK y estructura proteica 
El	 gen	 de	 la	MDK	 humana	 (MDK)	 se	 localiza	 en	 el	 brazo	 corto	 del	 cromosoma	 11	
(p11.2)	y	está	flanqueado	por	los	genes	de	la	diacilglicerol	kinasa	ζ	y	el	receptor	colinérgico	
muscarínico	(Kaname	et	al.,	1996).	Su	región	promotora	presenta	lugares	de	unión	para	el	
ácido	 retinoico,	 NFB	 (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),	 β‐
CATENINA,	el	producto	del	gen	supresor	del	tumor	de	Wilm’s,	o	el	factor	de	transcripción	SP‐






vida	media	más	 larga	 que	 la	 forma	 tMDK,	 que	 carece	del	 tercer	 exón	y	 cuya	 expresión	 se	













Estructuralmente,	 la	 molécula	 de	 MDK	 humana	 presenta	 2	 dominios	 bien	
diferenciados	compuestos	por	3	β‐láminas	antiparalelas	y	sostenidos	por	puentes	disulfuro	





tyrosine phosphatase receptor type Z)	(Muramatsu,	2014;	Dianat	et	al.,	2015).	
	
	























supervivencia	 y	 la	 capacidad	 de	 formación	 de	 esferas	 de	 células	 progenitoras	 neurales	
mediante	 su	 interacción	 con	 proteoglicanos	 de	 heparán	 sulfato,	 contribuyendo	 a	 la	
neurogénesis	 (Zou	 et	 al,	 2006),	 el	 crecimiento	 de	 neuritas,	 la	 determinación	 del	 destino	
celular	 y	 la	 migración	 de	 la	 glía	 radial	 (Muramatsu,	 2011).	 También	 posee	 una	 función	






inducido	 por	 alteraciones	 cardíacas,	 renales	 o	 isquémicas,	 así	 como	 en	 enfermedades	
inflamatorias	 como	 la	 esclerosis	 múltiple	 o	 la	 artritis	 reumatoide	 (Muramatsu,	 2011).	
Además,	la	MDK	promueve	el	desarrollo	de	la	respuesta	inflamatoria	al	favorecer	la	migración	




de	 colon,	 próstata,	 vejiga,	 gliomas,	melanomas	 y	 neuroblastomas	 así	 como	 en	 carcinomas	




et	 al.,	 2014;	 Cheng	 et	 al.,	 2014).	 La	 MDK	 contribuye	 a	 la	 tumorigénesis	 promoviendo	 el	






mesénquima	 (Huang	 et	 al.	 2008;	 Zhao	 G	 et	 al.,	 2012)	 y	 la	 resistencia	 a	 distintos	 agentes	
quimioterapéuticos	(Rebbaa	et	al,	2001;	Kang	et	al.,	2007;	Lorente	et	al.,	2011).		
Puesto	que	 la	MDK	se	 encuentra	 sobre‐expresada	en	distintos	 tipos	 tumores,	 altos	
niveles	de	MDK	se	han	detectado	también	en	el	suero	o	el	plasma	de	pacientes	con	este	tipo	
de	 patologías	 en	 comparación	 con	 pacientes	 sanos	 (Ikematsu	 et	 al.,	 2000).	 En	 muchas	
ocasiones	además,	la	resección	tumoral	se	asocia	claramente	a	un	descenso	en	los	niveles	de	
MDK	circulantes,	que	vuelven	a	aumentar	tras	una	recidiva,	lo	que	permite	considerar	a	este	
factor	 de	 crecimiento	 como	 un	 interesante	 biomarcador	 tumoral	 (Jones,	 2014).	 Así	 por	
ejemplo,	altos	niveles	de	MDK	en	el	suero	y	la	orina	de	pacientes	con	cáncer	de	pulmón	no	
microcítico	 se	pueden	 correlacionar	 con	un	peor	 pronóstico	de	 estos	pacientes	 (Xia	 et	 al.,	
2016),	del	mismo	modo	que	su	detección	en	otros	tumores	como	los	carcinomas	de	cabeza	y	





La	 MDK	 también	 está	 implicada	 en	 otras	 funciones	 como	 la	 regulación	 de	 la	
condrogénesis,	adipogénesis,	presión	arterial	o	reproducción,	donde	estimula	la	fertilización	
y	maduración	de	oocitos	(Muramatsu,	2014).	
 3.4 Posibles aplicaciones terapéuticas 
La	modulación	de	 los	niveles	de	MDK	ha	sido	utilizada	como	estrategia	terapéutica	




2001;	Wang	 et	 al.,	 2007;	 Dai	 et	 al.,	 2009;	 Tian	 et	 al.,	 2017).	 Del	mismo	modo,	moléculas	
inhibidoras	 de	 MDK,	 que	 podrían	 actuar	 directamente	 sobre	 la	 proteína	 mediante	
mecanismos	aún	no	 identificados,	han	sido	eficaces	a	 la	hora	de	 reducir	el	 crecimiento	de	
tumores	generados	con	líneas	celulares	de	cáncer	de	pulmón	y	carcinoma	oral	que	presentan	
unos	niveles	incrementados	de	MDK	(Hao	et	al.,	2013;	Masui	et	al.,	2016).	
Por	 otro	 lado,	 la	 administración	 de	 MDK	 exógena	 recombinante	 también	 se	 ha	
utilizado	 en	 casos	 de	 daño	 isquémico,	 cardiaco	 y	 óseo	 con	 la	 finalidad	 de	 promover	 la	
regeneración	y	supervivencia	de	estas	células	(Horiba	et	al.,	2006).	
 3.5 Señalización celular dependiente de MDK 
La	 MDK	 puede	mediar	 todas	 estas	 funciones	 biológicas	mediante	 la	 activación	 de	





que	 hasta	 el	 momento	 ninguno	 de	 ellos	 puede	 considerarse	 específico.	 Hay	 que	 destacar	
además	que	la	MDK	sí	ha	mostrado	afinidad	de	unión	no	solo	por	heparina,	sino	también	por	
cadenas	 de	 heparán	 y	 condrioitín	 sulfato,	 por	 lo	 que	 diferentes	 proteoglicanos	 han	 sido	
también	descritos	como	posibles	receptores	de	MDK	(Kobayashi	et	al.,	2013).	De	esta	manera,	
se	 piensa	 que	 la	 MDK	 podría	 unirse	 a	 complejos	 integrados	 por	 distintos	 receptores	 y	
proteoglicanos	en	distintos	contextos,	lo	que	explicaría	la	variedad	de	respuestas	biológicas	
exhibidas	por	este	factor	de	crecimiento	(Muramatsu,	2014;	Sakamoto	&	Kadomatsu,	2012).		
De	 forma	 general,	 las	 vías	 de	 señalización	 reguladas	 por	 la	 MDK	 incluyen	 la	 de	
PI3K/AKT,	MAPK,	 ERK1/2,	 SRC	 y	 PKC,	modificando	 también	 la	 expresión	 dependiente	 de	










promoviendo	 la	 inactivación	 del	 dominio	 fosfatasa	 intracelular,	 lo	 que	 resulta	 en	 un	
incremento	 de	 la	 fosforilación	 en	 residuos	 de	 tirosina	 de	 distintas	 proteínas	 como	 β‐
CATENINA,	β‐ADUCCINA	y	FYN,	activando	también	rutas	de	señalización	que	promueven	la	
supervivencia	 y	migración	 celulares	 como	 PI3K/AKT,	MAPK,	 SRC	 o	 PKC	 (Sakaguchi	 et	 al.,	
2003).	Además	de	PTPR	ζ,	otros	proteoglicanos	como	los	sindecanos	1,3,4,	el	neuroglicano	C	
o	 diferentes	 integrinas	 como	 α4β1	 and	 α6β1	 promueven	 el	 crecimiento	 de	 neuritas	 y	 la	
migración	celular	dependiente	de	MDK	(Sakamoto	&	Kadomatsu,	2012).	
2.	LRP1	 (LDL receptor-related protein 1):	Receptor	 implicado	en	 la	endocitosis	y	posterior	
translocación	nuclear	de	la	MDK	mediante	su	interacción	con	proteínas	como	la	nucleolina	y	
laminina,	 promoviendo	 la	 supervivencia	 celular	 mediante	 la	 inhibición	 de	 la	 apoptosis	
(Shibata	 et	 al.,	 2002)	 y	 regulando	 la	 duración	 de	 la	 respuesta	 intracelular	 mediante	 la	
internalización	y	posterior	degradación	 lisosomal	 o	proteasomal	de	 la	MDK	 (Suzuki	 et	 al.,	
2004).	La	unión	de	MDK	a	LRP1	 favorece	además	el	 crecimiento	celular	 independiente	de	
anclaje	en	distintos	tipos	de	tumores	(Chen	et	al.,	2007).	
3.	 NOTCH‐2:	 Favorece	 la	 inducción	 de	 la	 transición	 epitelio‐mesénquima	 y	 promueve	 la	







procesos	 celulares	 como	 el	 control	 de	 la	 diferenciación	 neuronal,	 la	 mitogénesis	 y	 el	
desarrollo	tumoral	(Wellstein,	2012).	Dado	que	ya	se	ha	descrito	la	unión	de	MDK	a	ALK	en	
diferentes	contextos	celulares,	en	particular	en	glioma,	y	que	el	objetivo	de	esta	Tesis	es	el	







 4. 1 Descripción general. Expresión génica y estructura proteica 
El	 receptor	ALK	 fue	descubierto	 como	parte	de	una	proteína	de	 fusión	oncogénica	
integrada	 por	 la	 región	 N	 terminal	 de	 la	 proteína	 nucleofosmina	 (NPM)	 y	 la	 región	
















sido	 identificados	como	 ligandos	de	ALK	en	vertebrados,	 aunque	estudios	posteriores	han	
mostrado	dudas	acerca	de	 la	capacidad	de	estos	2	últimos	 ligandos	para	estimular	ALK	de	
forma	directa	 (Moog‐Lutz	 et	 al.,	2005;	Perez‐Pinera	et	 al.,	 2007).	Otros	 ligandos	para	ALK	
como	Jelly	belly	(implicado	en	el	desarrollo	del	circuito	visual)	o	HEN‐1	(que	participa	en	la	
respuesta	 sensorial)	 han	 sido	 identificados	 también	 en	 invertebrados	 como	 Drosophila 
melanogaster	 y	 Caenorhabditis elegans	 respectivamente	 (Englund	 et	 al.,	 2003;	 Hallberg	 &	
Palmer,	2013).	
Por	su	parte,	la	porción	citoplasmática	posee	un	dominio	quinasa	catalítico	(Palmer	et	
al.,	 2009;	Wellstein,	 2012),	 que	 presenta	 un	 50%	 de	 homología	 con	 otros	 receptores	 con	
actividad	 tirosina	 quinasa	 .	 La	 unión	 del	 ligando	 induce	 la	 dimerización	 del	 receptor	 y	 su	




como	IRS‐1	(insulin receptor substrate 1)	o	GRB2	(growth factor receptor bound protein 2),	que	









al.,	 2006).	 Este	 patrón	 de	 expresión	 solapa	 en	 gran	 parte,	 tanto	 en	 el	 tiempo	 como	 en	 el	
espacio,	 con	 el	 que	 poseen	 sus	 ligandos	MDK	 y	 PTN,	 con	 lo	 que	 se	 ha	 sugerido	 que	 ALK	
desempeña	 un	 papel	 importante	 en	 el	 desarrollo	 y	 la	 función	 del	 sistema	 nervioso	
favoreciendo	el	 crecimiento	y	 la	 supervivencia	de	distintas	poblaciones	neuronales	 tras	 la	
activación	dependiente	de	estos	ligandos	(Mi	et	al.,	2007;	Yanagisawa	et	al.,	2010).	ALK	se	ha	
asociado	 también	 con	 el	 crecimiento	 de	 neuritas,	 el	 control	 de	 la	 diferenciación	 neuronal	
(Motegi	et	al.,	2004),	y	al	 igual	que	ocurre	con	sus	correspondientes	ligandos,	también	con	
procesos	patológicos	como	el	cáncer	como	veremos	a	continuación.	








activación	 de	 otras	 proteínas	 y	 vías	 de	 señalización	 como	 el	 complejo	 MTORC1	
(fundamentalmente	mediante	la	activación	de	ERK	y	AKT)	o	la	PLC‐,	 lo	que	también	se	ha	
asociado	a	la	progresión	tumoral	(Chiarle	et	al.,	2008;	Ardini	et	al.,	2010)(Figura I11). 
Aunque	 en	 la	 mayoría	 de	 casos	 analizados	 ALK	 se	 encuentra	 localizado	 en	 la	
membrana	 o	 el	 citoplasma,	 desde	 donde	 puede	 activar	 las	 distintas	 rutas	 de	 señalización	
descritas,	formas	mutadas	y	no	mutadas	del	receptor	pueden	también	translocarse	al	núcleo	
e	 interaccionar	 con	 proteínas	 como	 NIPA	 para	 regular	 la	 expresión	 de	 distintos	 genes	
implicados	en	la	progresión	tumoral	como	MYCN,	MMP9, CDKN2A o HIF1α	(Hallberg	&	Palmer,	
2013).	
 4.3 Papel de ALK en cáncer 
En	línea	con	el	papel	pro‐tumoral	descrito	tras	el	descubrimiento	de	su	integración	en	
la	 proteína	 de	 fusión	 NPM‐ALK	 en	 ALCL,	 se	 han	 identificado	 diferentes	 mecanismos	 de	
desregulación	oncogénica	del	receptor	ALK.	Así,	se	han	detectado	mutaciones	puntuales	en	su	
dominio	 tirosina‐quinasa	 que	 permiten	 la	 activación	 constitutiva	 en	 distintos	 tipos	 de	







frecuencia	 y	 consecuencias	 clínico‐patológicas,	 la	 integrada	 por	 EML4	 (echinoderm 
microtubule associated protein like 4)	y	ALK,	identificada	en	tumores	de	mama,	colon	y	pulmón	
(Chiarle	 et	 al.,	 2008).	 Además,	 la	 identificación	 de	 sitios	 alternativos	 de	 inicio	 de	 la	
transcripción	 del	 gen	 de	 ALK	 ha	 permitido	 identificar	 la	 existencia	 de	 una	 isoforma	
denominada	 ALKATI,	 cuya	 expresión	 está	 asociada	 con	 el	 desarrollo	 de	 algunos	 tipos	 de	
tumores	como	el	melanoma	(Wiesner	et	al.,	2015).	
Por	su	parte,	unos	niveles	incrementados	del	receptor	ALK	no	mutado	también	se	han	
detectado	 en	 líneas	 celulares	 derivadas	 de	 tumores	 de	mama	y	 ovario,	 rabdomiosarcoma,	
neuroblastoma,	melanoma	o	glioma	(Dirks	et	al.,	2002;	Ren	et	al.,	2012).	Del	mismo	modo,	
también	 se	 ha	 encontrado	 un	 incremento	 en	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 ALK	 (mRNA	 y	
proteína)	en	muestras	procedentes	de	pacientes	con	glioma	en	comparación	con	muestras	
procedentes	 de	 tejido	 sano	 no	 tumoral	 (Powers	 et	 al.,	 2002;	 Chiba	 et	 al.,	 2017).	 Diversos	
estudios	estiman	que	hasta	un	70%	de	los	pacientes	con	GBM	muestran	una	sobre‐expresión	
del	receptor	ALK,	aunque	existen	datos	contradictorios	en	cuanto	al	patrón	de	localización	











del	 receptor	ALK	no	mutado	 tras	 la	unión	de	sus	correspondientes	 ligandos	 (PTN	y	MDK)	
promueve	la	proliferación	y	la	supervivencia	de	precursores	mieloides	murinos	(Kuo	et	al.,	
2007)	así	como	de	células	tumorales	de	mama	(Finak	et	al.,	2008),	neuroblastoma	(Reiff	et	al.,	





no	 se	 han	 encontrado	 mutaciones	 puntuales,	 amplificaciones	 génicas	 o	 generación	 de	
proteínas	de	fusión	integradas	por	ALK	en	GBM	(Karagkounis	et	al.,	2017;	Chiba	et	al.,	2017).		
 4.4 ALK como diana terapéutica 
La	caracterización	de	ALK	como	un	receptor	implicado	en	la	oncogénesis	ha	captado	
la	atención	como	posible	diana	terapéutica,	 lo	que	ha	permitido	el	desarrollo	de	moléculas	









amplificaciones	 del	 propio	 receptor	 (Katayama	 et	 al.,	 2012).	 Por	 ese	 motivo,	 se	 han	
desarrollado	 inhibidores	 de	 la	 actividad	 tirosina	 quinasa	 de	 ALK	 de	 segunda	 (ceritinib	 y	






entre	 todos	 esos	 inhibidores	 cabe	destacar	 el	 lorlatinib,	 un	 inhibidor	dual	 de	ALK	y	ROS1	







La	 homeostasis	 celular	 depende	 en	 gran	medida	 de	 un	 correcto	 balance	 entre	 los	
procesos	de	síntesis	y	degradación	de	los	diferentes	componentes	celulares.	En	este	proceso	
interviene	la	macroautofagia	(de	aquí	en	adelante	autofagia),	un	proceso	celular	conservado	
a	 lo	 largo	de	 la	 evolución	que	 se	 activa	 ante	determinados	estímulos	para	 internalizar,	 en	
vesículas	de	doble	membrana	 llamadas	autofagosomas,	 componentes	del	 citoplasma	como	




 5.1 Desarrollo de la macroautofagia. Etapas del proceso autofágico 
Desde	 la	 detección	 de	 autofagosomas	 por	microscopía	 electrónica	 en	 la	 década	 de	
1950,	multitud	de	estudios	en	diferentes	organismos	han	permitido	la	identificación	de	hasta	





La	 autofagia	 generalmente	 se	 encuentra	 activa	 en	 niveles	 basales	 en	 la	 célula,	
asegurando	la	continua	eliminación	y	el	reciclaje	de	elementos	innecesarios	o	potencialmente	
dañinos	para	ella	y	actuando	como	un	sistema	de	control	de	calidad	intracelular	que	mantiene	
la	 integridad	 de	 proteínas	 y	 orgánulos.	 Sin	 embargo,	 multitud	 de	 estímulos	 como	 la	
deprivación	 de	 nutrientes,	 el	 estrés	 metabólico	 y	 celular,	 la	 hipoxia	 o	 el	 tratamiento	 con	
Cuadro 2:	Aunque	la	macroautofagia	es	 la	 forma	mejor	caracterizada	y	estudiada	de	
autofagia,	se	ha	descrito	la	existencia	de	al	menos	otros	2	tipos.	Así,	los	componentes	
citosólicos	a	degradar	pueden	ser	directamente	capturados	mediante	la	invaginación	de	
la	 membrana	 lisosomal	 en	 un	 proceso	 conocido	 como	 microautofagia.	 Además,	 las	
proteínas	 y	 orgánulos	 también	 pueden	 entrar	 en	 el	 lisosoma	 mediante	 una	
translocación	 específica	 mediada	 por	 chaperonas	 (CMA),	 en	 la	 que	 las	 proteínas	 a	
degradar	 deben	 presentar	 un	 pentapéptido	 (KFERQ)	 reconocido	 por	 la	 chaperona	
HSC70,	que	 lo	dirige	a	 la	membrana	 lisosomal	para	que	 interaccione	con	 la	proteína	
LAMP2A	(lysosome-associated membrane protein type 2A),	permitiendo	su	translocación	
al	interior	de	este	orgánulo	para	su	degradación	posterior	(Tekirdag	&	Cuervo,	2018).	
Aunque	inicialmente	se	pensó	que	la	CMA	era	la	única	forma	de	degradación	selectiva	
por	 autofagia,	 al	 menos	 una	 fracción	 de	 las	 proteínas	 degradadas	 durante	 la	








rapamicina	 estimulan	 el	 desarrollo	 de	 la	 respuesta	 autofágica,	 que	 como	 se	 resume	 en	 la	
Figura I12,	consta	de	3	etapas:	
1.	Inducción	de	autofagia:	
De	 forma	 resumida,	 el	 descenso	 de	 los	 niveles	 energéticos	 en	 la	 célula	 (ATP)	 o	 la	




III)	 y	 BECLINA1,	 y	 que	 se	 encuentra	 regulado	 también	 por	 la	 propia	 AMPK	 y	 proteínas	
antiapoptóticas	como	BCL‐2.	El	incremento	subsecuente	de	los	niveles	de	PIP3	es	reconocido	
por	 efectores	 tempranos	 de	 la	 autofagia,	 lo	 que	 contribuye	 al	 aislamiento	 de	membranas	
procedentes	 del	 retículo	 endoplásmico	 (en	 especial	 de	 una	 estructura	 derivada	 de	 este	















generación	 de	 los	 autofagosomas	 (Hanada	 et	 al.,	 2007).	 Esta	 forma	 lipidada	 de	 LC3	 se	













síntesis	 de	 energía	mientras	que	 las	 proteínas	u	 orgánulos	dañados	o	distintos	patógenos	
intracelulares	son	eliminados,	restringiendo	el	daño	celular	(Green	&	Levine,	2014).	
Distintos	inhibidores	que	actúan	en	diferentes	puntos	clave	de	la	ruta	de	señalización	
autofágica	 han	 sido	 desarrollados	 hasta	 el	 momento,	 permitiendo	 modular	 la	 activación	
dinámica	de	esta	vía.	Entre	ellos	destacan	 los	 inhibidores	de	 la	PI3K	de	clase	III	como	la	3	
metiladenina	(3MA)	y	la	wortmanina,	inhibidores	de	MTORC1	como	la	rapamicina,	torina	y	
temsirolimus,	 así	 como	 aquellos	 que	 actúan	 en	 las	 etapas	 finales	 de	 la	 autofagia	 como	 la	
hidroxicloroquina	y	la	bafilomicina	A	(que	inhiben	la	acidificación	lisosomal)	o	el	E64D	y	la	
pepstatina	 A	 (que	 inhiben	 las	 proteasas	 lisosomales).	 Algunos	 de	 estos	 compuestos	 se	
encuentran	en	 fase	de	ensayos	clínicos	para	el	 tratamiento	de	distintas	patologías	como	el	
cáncer	(Pasquier,	2016).	
 5.2 Papel dual de la autofagia en cáncer 
La	participación	 clave	de	 la	 autofagia	 en	 la	 regulación	de	 la	 homeostasis	 hace	 que	
alteraciones	 de	 este	 complejo	 proceso	 celular	 contribuyan	 al	 desarrollo	 de	 numerosas	
enfermedades	 como	 la	 neurodegeneración,	 las	 alteraciones	 cardiovasculares	 o	 el	 cáncer	
(Galluzzi	et	al.,	2015).	En	este	sentido,	el	papel	desempeñado	por	la	autofagia	en	el	inicio	y	la	
progresión	tumoral	es	realmente	controvertido.	







como	 AKT,	 PI3K	 o	 MTORC1	 inhiben	 la	 autofagia	 (Degenhardt	 et	 al.,	 2006),	 mientras	 que	
supresores	tumorales	como	PTEN	o	el	eje	LKB1	(Liver kinase B1)‐AMPK	estimulan	la	autofagia	
(Liang	et	 al.,	 2007).	Además,	 las	 células	 tumorales	 suelen	presentar	unos	bajos	niveles	de	
autofagia,	 al	menos	 en	 parte	 porque	 tienen	 sobre‐activadas	muchas	 rutas	 de	 señalización	
reguladas	por	 factores	de	crecimiento	tales	como	EGFR	o	HER2	(Human epidermal growth 
factor receptor 2),	que	convergen	en	rutas	canónicas	que	inhiben	este	proceso	(Galluzzi	et	al.,	
2015).	En	línea	con	esta	idea,	la	deficiencia	o	alteración	de	genes	esenciales	para	el	desarrollo	









capaces	 de	 inducir	 estrés	 oxidativo	 e	 inestabilidad	 genómica	 y	 que	 contribuyan	 así	 al	






especialmente	 en	 tumores	 ya	 establecidos,	 así	 como	 en	 las	 etapas	 más	 avanzadas	 de	 la	







ATG7)	 en	 distintos	 tipos	 de	 tumores	 como	 el	 carcinoma	 pancreático	 o	 pulmonar	 pueden	
frenar	el	crecimiento	y	el	potencial	metastásico	de	estas	células	(Peng	et	al.,	2013;	Rosenfeldt	











Por	 último,	 tanto	 la	 radioterapia	 como	 distintos	 agentes	 quimioterapéuticos	
promueven	 un	 aumento	 del	 flujo	 autofágico	 en	 las	 células	 tumorales,	 sugiriendo	 que	 este	
proceso	desempeña	un	papel	relevante	desde	el	punto	de	vista	terapéutico.	Sin	embargo,	no	








autofagia	 como	 la	 hidroxicloroquina,	 se	 encuentra	 en	 fase	 de	 ensayos	 clínicos	 para	 el	
tratamiento	del	GBM	(Rosenfeld	et	al.,	2014).	Cabe	destacar	además	que	otros	agentes	con	
propiedades	 antitumorales	 como	 el	 trióxido	 de	 arsénico	 (Kanzawa	 et	 al.,	 2005),	 los	
cannabinoides	 (Salazar	 et	 al.,	 2009),	 antagonistas	 dopaminérgicos	 (Dolma	 et	 al.,	 2016)	 o	
















muestro	 grupo	 de	 investigación	 indican	 que	 la	 presencia	 de	 niveles	 elevados	 de	 MDK	 se	
correlacionan	con	resistencia	a	la	acción	antitumoral	de	los	cannabinoides	en	gliomas.	Más	
aún,	elevados	niveles	de	este	factor	neuro‐trófico	se	asocian	con	una	menor	supervivencia	de	
los	 pacientes	 con	 GBM.	 Puesto	 que	 uno	 de	 los	 mecanismos	 que	 determina	 la	 elevada	






regulación.	Asimismo,	 este	 trabajo	 está	 encaminado	a	desarrollar	 estudios	preclínicos	que	
permitan	sentar	las	bases	de	nuevas	estrategias	terapéuticas	basadas	en	la	eliminación	de	las	
GICs	 y	 que	 permitan	mejorar	 la	 eficacia	 de	 las	 terapias	 que	 se	 utilizan	 actualmente	 en	 el	
tratamiento	del	GBM.	
Este	objetivo	global	puede	desglosarse	en	los	siguientes	objetivos	específicos:	
- Objetivo 1: Optimización de la terapia antitumoral frente al GBM basada en el uso de 
cannabinoides 
Con	 el	 objetivo	 de	 aportar	 nuevas	 estrategias	 para	 el	 tratamiento	 del	 GBM,	
estudiaremos	 el	 efecto	 ejercido	 por	 la	 combinación	 de	 TMZ	 y	 cannabinoides	 que	 poseen	
distintas	proporciones	de	THC	y	CBD	sobre	cultivos	enriquecidos	en	GICs	tanto	in vitro	como	
in vivo.	
- Objetivo 2: Análisis del papel del eje MDK/ALK en la regulación de la auto-renovación 
y la capacidad tumorigénica de las GICs 
Con	la	finalidad	de	determinar	la	relevancia	del	eje	MDK/ALK	en	las	GICs,	llevaremos	
a	 cabo	experimentos	destinados	a	 evaluar	 la	 capacidad	de	auto‐renovación	y	 la	 capacidad	
tumorigénica	 de	 estas	 células	 tras	 el	 bloqueo	 genético	 o	 farmacológico	 de	 MDK	 y	 ALK	
utilizando	distintas	aproximaciones	experimentales.  
- Objetivo 3: Análisis del mecanismo de acción del eje MDK/ALK en GICs 
En	este	tercer	objetivo,	profundizaremos	en	los	mecanismos	moleculares	que	median	
los	 efectos	 producidos	 por	 la	 inhibición	 del	 eje	MDK/ALK	 en	 estas	 células	 iniciadoras	 de	






- Objetivo 4: Análisis de la eficacia terapéutica del tratamiento con inhibidores del eje 
MDK/ALK individualmente o en combinación con otros agentes antitumorales en 
modelos preclínicos de GBM 
 
Finalmente,	 con	 el	 objetivo	 de	 evaluar	 la	 relevancia	 terapéutica	 del	 eje	MDK/ALK,	







MATERIALES Y MÉTODOS 




 1.1 Moléculas moduladoras del eje MDK/ALK 
La	 MDK	 recombinante	 purificada	 (denominada	 MDK	 exógena,	 MDK	 ex.)	 y	 los	
anticuerpos	monoclonales	neutralizantes	de	la	MDK	humana	fueron	donados	por	la	empresa	
farmacéutica	CellMid	(Nueva	Gales	del	Sur,	Australia).	Ambos	reactivos	se	resuspendieron	en	
PBS.	 A	 lo	 largo	 de	 la	 presente	 Tesis	 se	 utilizaron	 4	 anticuerpos	 neutralizantes	 de	 MDK	
distintos:	IP9	e	IP10	(anticuerpos	murinos	diseñados	frente	al	dominio	N	terminal	de	la	MDK	
humana	y	que	de	 forma	abreviada	se	denominan	MDK	Ab.)	e	 IP14	y	CAB102	(anticuerpos	





York,	 EE.	 UU.).	 Todos	 ellos	 se	 diluyeron	 en	 dimetilsulfóxido	 (DMSO,	 Panreac,	 Darmstadt,	
Alemania).	
 1.2 Cannabinoides 
El	 THC	 y	 CBD	 fueron	 adquiridos	 a	 la	 empresa	 THC	 Pharm	 Company	 (Frankfurt,	
Alemania).	Los	extractos	botánicos	enriquecidos	en	THC	(THC‐BDS,	que	contiene	un	67,6%	
de	THC	p/p,	un	0,3%	de	CBD	p/p	y	<1,7%	p/p	de	otros	compuestos	cannabinoides)	y	CBD	
(CBD‐BDS,	 que	 contiene	 un	 65,4%	 de	 CBD	 p/p,	 un	 3,2%	 de	 THC	 p/p	 y	 <1,7%	 de	 otros	
compuestos	 cannabinoides)	 fueron	 cedidos	 por	 GW	 Pharmaceuticals	 (Salisbury,	 Reino	
Unido).	 Los	 cannabinoides	 se	 obtuvieron	 como	una	 resina,	 se	 disolvieron	 en	 etanol	 a	 una	
concentración	de	100	mg/ml	y	se	almacenaron	a	‐20ºC.	Las	cantidades	requeridas	de	cada	
componente	se	secaron,	se	pesaron	y	se	diluyeron	en	DMSO.	
 1.3 Otros compuestos 
Tanto	la	TMZ	(ref.	5006090001)	como	la	lactacistina	(ref.	426100)	fueron	adquiridos	
a	la	empresa	Merck	(Darmstadt,	Alemania)	mientras	que	los	inhibidores	de	cisteín‐proteasas	
E64D	 (ref.	 BML‐PI107‐005)	 y	 de	 aspartil‐proteasas	 pepstatina	 A	 (ref.	 260‐085‐M025)	 se	
obtuvieron	 de	 Enzo	 Life	 Science	 (Farmingdale,	 Nueva	 York,	 EE.UU.).	 Todos	 ellos	 se	
resuspendieron	en	DMSO.	Por	su	parte,	la	doxiciclina	(Dox.,	ref.	D9891)	y	la	puromicina	(ref.	
P4850)	 se	 adquirieron	 en	 Sigma	 (St.	 Louis,	 MO,	 EE.	 UU.)	 y	 se	 resuspendieron	 en	 DMEM	
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium)	y	PBS,	respectivamente.	
2. Cultivos celulares 
Los	 cultivos	 enriquecidos	 en	 células	 iniciadoras	 de	 gliomas	 (GICs	 utilizando	 el	
acrónimo	 de	 su	 denominación	 en	 inglés	 “Glioma Initiating Cells”) proceden	 de	 muestras	
obtenidas	durante	la	resección	quirúrgica	del	tumor	en	pacientes	diagnosticados	con	GBM.	








casos,	 la	 obtención	 de	 muestras	 contó	 con	 la	 aprobación	 de	 los	 comités	 éticos	 de	 cada	
institución,	 así	 como	 del	 comité	 de	 ética	 de	 la	 Universidad	 Complutense	 siguiendo	 los	
principios	 recogidos	 en	 la	 Declaración	 de	 Helsinki.	 Todos	 los	 participantes	 del	 estudio	
firmaron	el	correspondiente	consentimiento	informado. 
De	forma	resumida,	las	muestras	de	tumores	se	disociaron	primero	mecánicamente	y	
posteriormente	 de	 forma	 enzimática	 mediante	 incubación	 con	 colagenasa	 tipo	 Ia	 de	
Clostridium hystoliticum	(Sigma	#C9722)	a	una	concentración	de	0,12	mg/ml	durante	2	horas	
a	37ºC.	Tras	hacer	pasar	 la	muestra	por	 filtros	de	nylon	de	100	μm	(Millipore	ref.352360,	









tasa	proliferativa	de	 cada	cultivo)	 se	 sub‐cultivaron	utilizando	un	método	de	disgregación	
mecánica	 y/o	 enzimática.	 Para	 ello,	 las	 células	 se	 centrifugaron	 a	 1100	 rpm	 para	 ser	



















se	obtuvieron	de	la	American Type Cell Culture Collection	(ATCC,	Manassas,	Virginia,	EE.UU.)	y	
se	 cultivaron	 en	 un	 medio	 DMEM	 suplementado	 con	 suero	 fetal	 bovino	 (FBS)	 al	 10%	 y	
penicilina‐estreptomicina	 al	 1%.	 Los	 cultivos	 de	 U87‐GICs	 no	 adherentes	 se	 generaron	
mediante	la	incubación	de	la	línea	celular	U87MG	en	medio	completo	de	GICs	en	ausencia	de	
suero.	Todos	los	cultivos	se	incubaron	a	37ºC	y	5%	de	CO2.	
En	 los	 experimentos	 in vitro,	 la	 incubación	 con	 los	 correspondientes	 controles	 o	
vehículos	(VEH)	contenían	la	misma	cantidad	de	DMSO	o	PBS	adicionado	a	las	células	tratadas,	
sin	 que	 este	 tratamiento	 ocasionara	 ningún	 efecto	 significativo	 en	 cualquiera	 de	 los	
parámetros	determinados	a	lo	largo	de	esta	tesis.	
 2.1 Determinación de la capacidad de crecimiento de esferas en condiciones no     
clonales/Determinación del número total de células en cultivos de GICs 
Para	determinar	el	número	total	de	células	procedentes	de	las	esferas	formadas	en	
presencia	o	ausencia	de	los	distintos	tratamientos,	los	cultivos	de	GICs	se	sembraron	en	flasks	
F‐25	 a	 una	 densidad	 de	 104	 células/ml	 (pase	 0,	 P0)	 y	 se	 incubaron	 con	 los	 distintos	
tratamientos	durante	5‐10	días	consecutivos	dependiendo	del	cultivo	utilizado.	Las	esferas	
formadas	se	disociaron,	se	contó	el	número	total	de	células	(pase	1,	P1)	y	éstas	se	sembraron	






 2.2 Determinación de la capacidad de auto-renovación (ensayos de dilución límite, 
LDA) 





observó	 la	 presencia	 de	 al	 menos	 una	 neuroesfera	 fueron	 considerados	 positivos.	 Estos	
resultados	se	procesaron	utilizando	el	 software	específico	ELDA	(acrónimo	del	nombre	de	




(como	 la	 que	 en	 el	 ejemplo	 representado	 en	 la	Figura M2 corresponde	 al	 tratamiento	 2)	











4. Western blot 
El	análisis	de	los	niveles	proteicos	se	llevó	a	cabo	siguiendo	el	protocolo	estándar.	Las	
muestras	se	lisaron	en	un	tampón	que	contiene	Tris‐HCl	50	mM,	Triton	X‐100	0,1%,	NaF	50	
mM,	 glicerofosfato	 sódico	 10	 mM,	 pirofosfato	 sódico	 5	 mM,	 ortovanadato	 sódico	 1mM,	
leupeptina	 1µg/ml,	 EDTA	 y	 EGTA	 1	 mM,	 β‐mercaptoetanol	 200	 µM,	 PMSF	 100	 µM	 y	




Figura M1.	 Esquema del proceso 
llevado a cabo para realizar ensayos 
de LDA.	 En	 la	 imagen	 se	 muestra	 un	
ejemplo	en	el	que	se	 indica	el	número	
de	 células	 sembradas	 por	 pocillo.	 Los	
signos	positivos	representan	el	número	
de	 pocillos	 en	 los	 que	 se	 cuantifica	 la	
presencia	de	al	menos	una	neuroesfera	
para	cada	tratamiento.		
Figura M2.	 Representación esquemática de las gráficas 
























Tabla M1.  Anticuerpos	primarios	utilizados	en	los	experimentos	de	Western	blot	
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5. PCR cuantitativa (qPCR) 
La	extracción	del	RNA	de	muestras	de	células	o	tejidos	tumorales	se	realizó	usando	el	
reactivo	 Trizol	 (Invitrogen)	 siguiendo	 las	 instrucciones	 del	 fabricante,	 que	 incluyen	 un	
tratamiento	 con	DNasa	 (Qiagen,	Hilden,	Alemania).	Para	generar	 el	 correspondiente	 cDNA	
(retrotranscripción)	se	utilizaron	entre	1,5	y	2	µg	de	RNA	que	se	mezclaron	con	2	µl	de	random 
hexamers en	un	tubo	de	reacción que	se	mantuvo	durante	10	minutos	a	65ºC.	Tras	un	pulso	
de	 centrifugación,	 se	 añadieron	 4	 µl	 de	 “Transcriptor RT Reaction Buffer”	 5X,	 0,5	 µl	 de	
inhibidor	de	RNasa	(Promega),	2	µl	de	una	mezcla	de	dNTPs	(dATP,	dGTP,	dCTP	y	dTTP)	10	
mM	y	0,5	µl	de	“Transcriptor Reverse Transcriptase”.	Tras	incubar	a	25ºC	durante	10	minutos,	
las	 muestras	 se	 re‐incubaron	 a	 55ºC	 durante	 60	 minutos.	 Finalmente,	 las	 muestras	 se	
calentaron	a	85ºC	durante	5	minutos	con	el	fin	de	inactivar	la	transcriptasa	inversa.		
Los	ensayos	de	PCR	cuantitativa	(qPCR)	se	realizaron	usando	FastStart	Master	Mix	con	
Rox	 (Roche,	 Basilea,	 Suiza)	 y	 las	 sondas	 se	 obtuvieron	 del	 “Universal	 Probe	 Library	 Set”	
(Roche).	Las	 secuencias	de	 los	 cebadores	 (directo	y	 reverso)	empleados	para	 cada	gen,	 se	
pueden	encontrar	en	la	Tabla M2.	Las	amplificaciones	se	realizaron	en	un	sistema	de	PCR	en	
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6. Inmunofluorescencia y microscopía 
Las	 neuroesferas	 se	 fijaron	 en	 suspensión	 con	 paraformaldehído	 al	 4%	 (Sigma‐
Aldrich,	#P6148)	durante	10	minutos	y	se	centrifugaron	durante	5	minutos	a	1.200	rpm.	El	
pellet	 se	 resuspendió	 en	 agua	 autoclavada	 y	 las	 células	 se	 sembraron	 en	 cubreobjetos	 de	













7. Transducción con partículas lentivirales 
 7.1 Generación de las partículas lentivirales 
Para	la	generación	de	partículas	lentivirales	inducibles	con	doxiciclina	(shC	y	shATG5),	







continuación,	 esta	 mezcla	 se	 adicionó	 gota	 a	 gota	 sobre	 la	 placa	 sembrada	 con	 células	
HEK293T,	y	tras	16	horas	de	incubación,	el	medio	con	fosfato	cálcico	se	reemplazó	por	medio	
DMEM	 completo	 con	 un	 porcentaje	 reducido	 de	 suero	 (5%	 FBS).	 48	 horas	 más	 tarde,	 el	
sobrenadante	procedente	de	estas	células	se	filtró	mediante	la	utilización	de	filtros	específicos	
Tabla M3.	Anticuerpos	primarios	utilizados	en	los	experimentos	de	inmunofluorescencia	in vitro. 
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DMEM	 sin	 suero	 para	 almacenarse	 a	 ‐80ºC	 hasta	 su	 utilización.	 El	 título	 de	 las	 partículas	
lentivirales	se	determinó	mediante	la	transfección	de	células	HEK293T	sembradas	en	placas	
de	 24	 pocillos	 con	 diluciones	 seriadas	 generadas	 a	 partir	 de	 las	 partículas	 lentivirales	
originales	y	el	contaje	posterior	del	número	de	células	GFP	o	RFP	positivas	en	cada	pocillo.	
 7.2 Transducción de cultivos de GICs con partículas lentivirales 
La	 inhibición	 de	 la	 expresión	 génica	 de	 ATG5, ATG7, MDK y	 ALK	 se	 llevó	 a	 cabo	
















En	 todos	 los	 casos,	 para	 llevar	 a	 cabo	 la	 transducción	 de	 las	 GICs,	 las	 esferas	
disgregadas	se	sembraron	a	una	densidad	de	104	células/ml	en	un	medio	completo	de	GICs	
que	 contiene	 bromuro	 de	 hexadimetrina	 o	 Polybrene	 (Sigma,	 ref.	 H9268‐5G)	 a	 una	
concentración	 final	 de	 2,5	 mg/ml	 y	 las	 correspondientes	 partículas	 lentivirales	 en	 una	
relación	 de	 0,75	 unidades	 de	 transducción/ml.	 Transcurridas	 48	 horas,	 este	 medio	 se	
reemplazó	por	un	medio	completo	de	GICs	sin	bromuro	de	hexadimetrina.	Finalmente,	para	






8. Modelos animales 
 8.1 Modelo transgénico Nestina-Tva 
Los	plásmidos	RCASY‐Control	y	RCASY‐PDGFB‐HA	fueron	amablemente	cedidos	por	
el	 laboratorio	 de	 Dolores	 Hambardzumyan	 (Universidad	 de	 Emory,	 Atlanta,	 EE.UU.).	 La	
construcción	MDK‐V5	se	obtuvo	de	un	plásmido	pcDNA‐A	mediante	digestión	con	las	enzimas	
de	 restricción	PmeI	 y	NotI	 (Thermo	 Scientific,	Waltham,	MA,	 EE.	UU.)	 y	 se	 subclonó	 en	 el	









interés	 disueltos	 en	 medio	 Opti‐MEM	 (Gibco).	 Transcurridas	 48	 horas,	 las	 células	 se	
tripsinizaron,	se	sembraron	en	medio	completo	y	se	realizaron	2	o	3	pases	adicionales	para	
favorecer	la	liberación	de	virus	y	la	subsecuente	infección	de	un	mayor	número	de	células	DF‐
1,	 antes	 de	 valorar	 los	 niveles	 de	 MDK	 y	 HA.	 Una	 vez	 confirmada	 la	 sobre‐expresión	 de	
nuestras	proteínas	de	interés,	las	células	transfectadas	se	centrifugaron	a	900	rpm	durante	5	
minutos.	50.000	células	DF‐1	resuspendidas	en	1	µl	de	medio	DMEM	completo	se	inyectaron	
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en	 la	 región	 frontal	 derecha	 (zona	 anterior	 a	 la	 sutura	 coronal)	 de	 ratones	 transgénicos	




de	 10	 µl	 con	 una	 aguja	 de	 0,47	mm	 (26s)	 de	 diámetro	 externo	 (Hamilton	 #84877,	 Reno,	
Nevada,	EEUU).	En	el	caso	de	 la	sobre‐expresión	combinada	de	PDGFB	y	MDK,	un	total	de	









fue	 la	Dr.	 Juana	María	Flores	de	 la	Facultad	de	Veterinaria	de	 la	Universidad	Complutense	
(Madrid,	España).		
	
Figura M4.	Mapas de restricción de los plámidos utilizados en el modelo transgénico Nestina-Tva. Panel 








Figura M5. Protocolo experimental en el modelo transgénico Nestina-Tva.	 Resumen	 esquemático	 de	 las	
etapas	(in vitro	e	in vivo)	necesarias	para	la	sobre‐expresión	de	MDK	y	PDGFB	en	el	modelo	transgénico	Nestina-
Tva.	
La	 detección	 del	 transgén	 TVA	 se	 realizó	 mediante	 el	 genotipado	 de	 los	 ratones	
procedentes	de	la	colonia	NES‐TVA.	Para	ello	extrajimos	el	DNA	de	muestras	procedentes	de	
estos	 ratones	 mediante	 digestión	 del	 correspondiente	 material	 celular	 en	 un	 tampón	 de	
digestión	(Tris‐HCl	20	mM	pH	8,	EDTA	2,5	mM,	NaCl	200	mM	y	SDS	0,1%)	suplementado	con	
proteinasa	K	(Roche	#03115879001)	al	0,03%	a	55ºC	durante	4	horas.	Posteriormente,	las	





agarosa	 al	 1,5%,	 observándose	 una	 banda	 de	 aproximadamente	 400	 pares	 de	 bases	
correspondiente	al	control	interno	y	una	banda	de	aproximadamente	500	pares	de	bases	en	
el	caso	de	que	estos	animales	tuvieran	el	transgén.		










5	 semanas	 de	 edad	 (Harlan	 Laboratories,	 Indiana,	 EE.UU.).	 Los	 tumores	 se	 midieron	
diariamente	con	un	calibre	externo,	y	el	volumen	se	calculó	utilizando	la	fórmula:	(4π	/	3)	x	
(ancho	/	2)2	x	(longitud	/	2).	Cuando	los	tumores	alcanzaron	un	tamaño	promedio	de	200	




blot	 o	 qPCR)	 o	 se	 embebieron	 en	 Tissue‐Tek	 (Sakura	 ref.	 4583,	 Finetec,	 CA,	 EE.UU.)	 y	 se	
congelaron	a	‐80ºC	para	su	posterior	análisis	mediante	inmunofluorescencia.	
Para	 la	 generación	 de	 tumores	 intracraneales	 u	 ortotópicos,	 podemos	 distinguir	 2	
tipos	de	experimentos:	
 8.2.1 Evaluación del efecto de distintos fármacos sobre el crecimiento de 
 tumores intracraneales 
3x105	células	U87	resuspendidas	en	4	µl	de	PBS	o	7,5x104	12O12‐GICs	resuspendidas	
en	4	µl	de	medio	completo	de	GICs	se	inyectaron	en	el	estriado	del	hemisferio	cerebral	derecho	
Tabla M5. Condiciones	de	la	PCR	llevada	a	cabo	para	determiner	el	genotipo	de	los	ratones Nestina-
Tva.	








para	 inducir	 la	 analgesia	 en	 las	 horas	 posteriores	 a	 la	 intervención	 quirúrgica.	
Posteriormente,	 estos	 animales	 se	 asignaron	a	diferentes	 grupos	experimentales	de	 forma	





sonda	 intragástrica.	 La	 TMZ	 se	 diluyó	 en	 PBS	 suplementado	 con	 5	 mg/ml	 de	 BSA	 y	 se	
administró	 por	 vía	 intraperitoneal	 (I.P.).	 El	 diluyente	 correspondiente	 se	 utilizó	 como	
vehículo	o	control	para	cada	tratamiento.	
 8.2.2 Evaluación del efecto producido por el silenciamiento de MDK y ALK en 
 tumores intracraneales generados con GICs 
Células	12O12	con	menos	de	3	pases	se	transdujeron	con	partículas	lentivirales	que	
expresan	un	shRNA	control	(shC),	shMDK	o	shALK inducibles	por	doxiciclina	y	posteriormente	
se	 seleccionaron	 utilizando	 puromicina	 (1‐5	 µg/ml).	 Una	 semana	 antes	 de	 la	 inyección	
intracraneal,	que	se	realizó	siguiendo	el	mismo	protocolo	descrito	anteriormente,	se	indujo	la	
expresión	del	correspondiente	shRNA	mediante	el	tratamiento	de	estas	células	con	doxiciclina	
a	 una	 dosis	 de	 1	 µg/ml.	 Con	 la	 finalidad	 de	 asegurar	 la	 expresión	 del	 shRNA	 in vivo,	 los	
animales	fueron	alimentados	con	una	dieta	especial	enriquecida	en	doxiciclina	(Sodispan	ref.	
1816785‐209,	Madrid,	España).	Los	ratones	inyectados	con	células	no	tratadas	con	doxiciclina	
se	 alimentaron	 con	 una	 dieta	 equivalente	 en	 composición	 y	 contenido	 calórico,	 pero	 sin	
doxiciclina.		
En	todos	los	experimentos	intracraneales,	la	monitorización	del	crecimiento	tumoral	
se	 realizó	 mediante	 imagen	 de	 resonancia	 magnética	 nuclear	 (iRMN)	 en	 el	 Centro	 de	
Resonancia	Magnética	Nuclear	de	la	Universidad	Complutense	(Madrid,	España)	utilizando	
un	 equipo	 BIOSPEC	 BMT	 47/40	 (Bruker,	 Ettlingen,	 Alemania).	 El	 volumen	 del	 tumor	 se	
calculó	utilizando	el	software	Image	J	a	partir	de	imágenes	ponderadas	o	potenciadas	en	T1	
obtenidas	 tras	 la	 administración	 de	 gadolinio	 como	 agente	 de	 contraste.	 Finalmente,	
evaluamos	 la	 supervivencia	 de	 los	 ratones	 incluidos	 en	 los	 correspondientes	 estudios,	
sacrificándose	 cuando	mostraron	 síntomas	 como	 letargia,	 pérdida	 de	 peso	 o	 alteraciones	
motoras.		




aprobación	 de	 los	 comités	 de	 ética	 correspondientes	 de	 la	 Universidad	 Complutense	 y	 la	
Comunidad	de	Madrid	de	acuerdo	a	la	legislación	europea	vigente.	
9. Nucleofección con plásmidos 
Para	sobre‐expresar	o	silenciar	SOX9,	 los	cultivos	de	GICs	se	nucleofectaron	con	un	
plásmido	que	expresaba	un	shRNA	selectivo	frente	a	SOX9	[(pLKOshSOX9	(Addgene	#40644,	
Cambridge,	 MA,	 EE.UU.)]	 o	 un	 plásmido	 que	 sobreexpresaba	 una	 forma	 murina	 de	 SOX9	
[(pWXLSOX9,	Addgene	#36979)]	respectivamente.	Como	controles,	se	utilizaron	un	plásmido	












incubaron	 con	 los	 correspondientes	 anticuerpos	 primarios	 (Tabla M6) y	 secundarios	
siguiendo	el	mismo	protocolo	citado	anteriormente	para	la	inmunofluorescencia	de	células.	
La	técnica	de	TUNEL	se	realizó	utilizando	el	kit	In situ Cell Death Detection Kit	de	Roche	
(Sigma	Aldrich,	 ref.	 11684795910)	 siguiendo	 las	 instrucciones	del	 fabricante.	 Esta	 técnica	
permite	evaluar	la	apoptosis	basándose	en	la	incorporación	de	deoxiuridina	biotinilada	a	los	




las	 secciones	 se	 montaron	 con	 Mowiol.	 Las	 imágenes	 se	 obtuvieron	 en	 un	 microscopio	
Axiovert	135	(Carl	Zeiss,	Thornwood,	NY,	EE.	UU).	
Tabla M6.	Anticuerpos	primarios	utilizados	en	los	experimentos	de	inmunofluorescencia	in vivo.	
MATERIALES Y MÉTODOS 
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11. Ensayos de viabilidad celular 
La	viabilidad	celular	se	determinó	mediante	la	utilización	del	reactivo	WST‐1	(Sigma‐
Aldrich,	ref.	11644807001).	El	WST‐1	es	una	sal	de	tetrazolio	que	puede	ser	escindida	por	las	
deshidrogensas	 mitocondriales	 que	 participan	 en	 la	 respiración	 celular,	 produciendo	 un	
compuesto	 coloreado	 (formazán)	 que	 puede	 cuantificarse	 mediante	 el	 análisis	 de	 la	
absorbancia	a	una	longitud	de	onda	comprendida	entre	420	y	480	nm.	Un	incremento	en	el	
número	 de	 células	 viables	 implica	 por	 tanto	 un	 aumento	 en	 la	 actividad	 de	 las	
deshidrogenasas	mitocondriales.	De	 esta	manera,	 la	 intensidad	del	 color	producido	puede	





de	 5.000	 células/pocillo	 y	 tras	 los	 correspondientes	 días	 de	 incubación	 con	 los	 distintos	






#L8918)	 o	 de	 una	 IgG	 inespecífica	 (control	 negativo)	 con	 la	 proteína	 G	 sefarosa	 (GE	
Healthcare,	Chicago,	EE.	UU).	Para	ello,	una	alícuota	de	proteína	G	sefarosa	se	lavó	en	PBS	y	se	
incubó	 con	 el	 anticuerpo	 en	 una	 proporción	 1	 µg	 anticuerpo:	 1	 µl	 proteína	G	 sefarosa	 en	
agitación	durante	toda	la	noche	a	4ºC.	Al	día	siguiente,	los	conjugados	se	lavaron	primero	con	
PBS	y	posteriormente	3	veces	con	borato	de	sodio	0,1	M	pH	9.3	antes	de	ser	incubados	en	
agitación	 durante	 30	 minutos	 y	 a	 temperatura	 ambiente,	 2	 veces	 consecutivas,	 con	 una	
solución	de	borato	de	sodio	pH	9.3	a	la	que	se	le	añadió	dimetil	pimelimidato	(DMP,	Sigma,	
ref.	D8388)	a	una	concentración	final	de	20	mM.	A	continuación,	los	conjugados	se	lavaron	4	
veces	 con	 glicina	 50	 mM	 pH	 2,5	 y	 2	 veces	 con	 Tris‐HCl	 0,2	 M	 a	 pH	 8,0,	 incubándose	





















e	 inmunotransferencia	 siguiendo	 los	 procedimientos	 estándar	 citados	 en	 la	 sección	 de	
Western	blot.	
13. Análisis molecular de los cultivos de GICs 





se	 incubó	 en	 agitación	 durante	 2	 horas	 a	 56ºC.	 Posteriormente,	 se	 adicionaron	 200	 μl	 de	
Solución	B3	(Genómica)	y	200	μl	de	etanol	96%	antes	de	pasar	la	muestra	por	una	columna	
de	extracción	de	DNA.	El	eluido	se	resuspendió	en	una	solución	de	lavado	AW1	(Genómica)	
seguida	 de	 una	 centrifugación	 a	 12.000	 rpm	 durante	 2	 minutos,	 y	 el	 pellet	 obtenido	 se	
resuspendió	en	20	µl	de	agua	destilada	y	se	congeló	a	‐20ºC	hasta	su	utilización.		
Posteriormente	se	creó	un	panel	de	hasta	30	genes	que	habitualmente	se	encuentran	
alterados	 en	 glioma	 usando	 el	 software	 específico	 Ion AmpliSeq Designer (Thermo	 Fisher	
Scientific),	un	método	de	secuenciación	de	alto	rendimiento	o	“next generation”.	La	detección	
de	variaciones	en	el	número	de	 copias	 (CNVs)	 se	 realizó	mediante	el	uso	del	 software	 Ion 
reporter (Thermo	Fisher	Scientific).	
14. Análisis de bases de datos de pacientes y análisis bioinformático 
Las	 gráficas	 de	 supervivencia	 de	 Kaplan‐Meier	 se	 obtuvieron	 del	 portal	 "GlioVis"	
(Bowman	 et	 al.,	 2017),	 una	 aplicación	 diseñada	 por	 el	 Dr.	 Massimo	 Squatrito	 para	 la	
visualización	de	datos	y	análisis	de	la	expresión	de	distintos	genes	en	una	amplia	colección	de	
muestras	 de	 pacientes	 con	 tumores	 cerebrales.	 En	 nuestro	 caso,	 estudiamos	 la	 posible	









15. Citometría de flujo 
Entre	 500.000	 y	 1.000.000	 de	 GICs	 por	 condición	 se	 lavaron	 con	 PBS	 y	 se	
centrifugaron	a	1.400	rpm	durante	5	minutos.	Posteriormente	se	incubaron	con	el	anticuerpo	
antiCD133	 PE	 (RyDSystem	 #FAB11331P,	 Mineapolis,	 Minnesota,	 EE.UU)	 en	 oscuridad	
durante	20	minutos	a	4ºC	y	se	lavaron	en	1	ml	de	tampón	de	Anexina‐V	1x	.Tras	centrifugar	5	
minutos	 a	 1.400	 rpm,	 las	 muestras	 se	 incubaron	 en	 oscuridad	 a	 temperatura	 ambiente	




















- Objetivo 1: Optimización de la terapia antitumoral frente al GBM basada en el 
uso de cannabinoides 
1.1 La administración de THC y CBD en combinación con TMZ reduce el crecimiento de 
tumores intracraneales generados con células U87 
Como	 se	 ha	 descrito	 en	 la	 Introducción	 de	 esta	 tesis,	 la	 terapia	 estándar	 para	 el	
tratamiento	 del	 GBM	 se	 basa	 en	 la	 resección	 quirúrgica	 del	 tumor	 seguida	 de	 una	
administración	 combinada	 de	 radioterapia	 y	 quimioterapia	 con	 el	 agente	 alquilante	 TMZ	
(Stupp	et	al.,	2005).	Sin	embargo,	estos	tratamientos	tan	solo	consiguen	aumentar	de	forma	
discreta	 la	 supervivencia	 media	 de	 estos	 pacientes	 (Yang	 et	 al.,	 2014),	 por	 lo	 que	 es	
extraordinariamente	 relevante	 desarrollar	 nuevas	 estrategias	 terapéuticas	 dirigidas	 a	
mejorar	su	supervivencia	y	su	calidad	de	vida.		













Con	 la	 finalidad	 de	 evaluar	 el	 efecto	 antitumoral	 de	 las	 terapias	 basadas	 en	 la	
combinación	de	cannabinoides	y	TMZ	en	un	modelo	capaz	de	reproducir	de	forma	más	precisa	
el	microambiente	en	el	que	se	origina	y	desarrolla	un	glioma,	generamos	tumores	ortotópicos	
mediante	 la	 inyección	 intracraneal	 de	 células	 U87MG	 en	 el	 estriado	 de	 ratones	
inmunodeficientes. Tras	comprobar	mediante	imagen	de	resonancia	magnética	(iRMN)	que	
todos	 los	 animales	 inyectados	 habían	 desarrollado	 tumores	 una	 semana	 después	 de	 la	
inoculación	 de	 las	 células,	 comenzamos	 el	 tratamiento	 con	 cannabinoides	 [(THC‐BDS	 (7,5	
mg/kg)	 +	 CBD‐BDS	 (7,5	 mg/kg)]	 y	 TMZ	 (5	 mg/kg)	 siguiendo	 las	 pautas	 descritas	 en	 el	
esquema	de	la	Figura R1A. La	administración	individual	de	TMZ	o	cannabinoides	redujo	de	
forma	 significativa	 el	 tamaño	 de	 los	 tumores	 y	 el	 tratamiento	 combinado	 inhibió	 el	
crecimiento	tumoral	de	manera	más	potente	que	los	tratamientos	individuales	(Figura R1B-








Figura R1. El tratamiento con THC:CBD (1:1) y TMZ reduce significativamente el crecimiento de tumores 
intracraneales generados con células U87MG 
(A)	Esquema	del	diseño	experimental.	(B-C)	Efecto	de	 la	administración	oral	de	THC:CBD	(1:1)	[THC‐BDS	(7,5	
mg/kg)	 +	 CBD‐BDS	 (7,5	 mg/kg)]	 y	 TMZ	 (5	 mg/kg,	 administración	 I.P.)	 en	 el	 tamaño	 de	 tumores	 generados	
















1.2 El tratamiento con preparaciones cannabinoides que poseen una mayor proporción 
de CBD que de THC muestra un marcado efecto antitumoral 
La	 presencia	 de	 CBD	 en	 preparaciones	 cannabinoides	 utilizadas	 como	 agentes	
antitumorales	aporta,	además	de	un	efecto	antitumoral	por	sí	mismo	(Massi	et	al.,	2006),	la	
posibilidad	de	reducir	los	efectos	psicoactivos	promovidos	por	el	THC	(Niesink	&	van	Laar,	
2013).	 Por	 este	 motivo,	 analizamos	 la	 acción	 ejercida	 por	 la	 combinación	 de	 TMZ	 con	
extractos	 cannabinoides	 que	 contienen	 una	mayor	 cantidad	 de	 CBD	 que	 de	 THC	 sobre	 el	
crecimiento	 de	 tumores	 subcutáneos	 e	 intracraneales	 generados	 con	 células	 U87MG	 en	






ortotópico	 generado	 con	 células	 U87	 siguiendo	 el	 mismo	 protocolo	 que	 en	 el	 anterior	
experimento	intracraneal.	El	tratamiento	con	THC:CBD	(1:5)	+	TMZ	redujo	el	tamaño	tumoral	
(Figura R2B-C)	 e	 incrementó	 significativamente	 la	 supervivencia	 de	 los	 ratones	 (Figura 
R2D)	actuando	de	un	modo	similar	a	la	combinación	THC:CBD	(1:1)	+	TMZ	en	el	experimento	
citado	previamente	(Figura R1B-C).		





1.3 Efecto de los cannabinoides en cultivos enriquecidos en GICs  
La	población	de	células	iniciadoras	de	gliomas	(a	la	que	a	partir	de	ahora	denominaremos	GICs	
utilizando	 el	 acrónimo	 de	 su	 denominación	 en	 inglés	 “Glioma	 Initiating	 Cells”)	 es	 una	
subpoblación	minoritaria	de	células	presente	dentro	del	tumor	que,	según	se	ha	propuesto,	




contra	 el	 GBM	 (Spencer	 et	 al.,	 2017).	 Así,	 nos	 preguntamos	 qué	 efecto	 puede	 tener	 el	






Figura R2. El tratamiento con THC:CBD (1:5) y TMZ reduce significativamente el crecimiento de tumores 









(5	mg/kg)	+	CBD‐BDS	 (25	mg/kg)]	 y	TMZ	 (5	mg/kg,	 administración	 I.P.)	 en	 el	 tamaño	de	 tumores	 generados
mediante	la	inyección	intracraneal	de	3×	105	células	U87MG	(n=6‐7).	(B)	Imágenes	representativas	de	RMN	del
tamaño	 tumoral	 a	 diferentes	 tiempos	 post‐inyección.	 (C)	 Representación	 gráfica	 de	 los	 volúmenes	 tumorales	
representados	como	el	cambio	en	el	volumen	del	tumor	a	día	21	en	relación	con	el	día	7.	Las	barras	incluidas	en	la	
gráfica	corresponden	al	cambio	medio	en	el	volumen	del	tumor	en	relación	con	el	día	7	±	SEM;	(n=5‐7).	*	P	<0,05;	










tumorales	 (Molina	 et	 al.,	 2014)],	 se	 encuentran	 significativamente	 incrementados	 en	 los	
cultivos	 de	 GICs	 en	 comparación	 con	 los	 niveles	 encontrados	 en	 cultivos	 de	 células	
diferenciadas	derivadas	de	GICs.	 
Tabla R1. Niveles de expresión de distintos marcadores de células progenitoras neurales en cultivos de 
GICs y sus correspondientes células diferenciadas	
Niveles	de	mRNA	(determinados	mediante	qPCR)	de	los	marcadores	de	células	progenitoras	neurales	SOX2, BMI1, 




A	 continuación,	 seleccionamos	 4	 de	 estos	 cultivos	 (GH2,	 12O12,	HCO1	y	GH11)	de	
acuerdo	a	una	bajada	consistente	en	los	niveles	de	expresión	de	la	mayoría	de	marcadores,	y	
comprobamos	 que	 todos	 ellos	 fueron	 capaces	 de	 generar	 tumores	 en	 ratones	





reproducir	 las	 características	 fenotípicas	 exhibidas	 por	 el	 GBM	 cuando	 son	 inyectados	 en	
ratones	inmunodeficientes.	
Tras	 esta	 caracterización,	 evaluamos	 el	 efecto	 de	 THC	 y	 CBD	 sobre	 el	 crecimiento	
(número	 total	 de	 células)	 de	 los	 cultivos	 de	 GICs	 durante	 dos	 pases	 consecutivos.	 El	
tratamiento	 individual	 con	 THC	 o	 una	 combinación	 de	 THC	 y	 CBD	 en	 una	 proporción	 1:1	
disminuyó	ligeramente	el	crecimiento	de	cultivos	de	GH2	(Figura R3A)	y	GH11	(Figura R3B),	
mientras	 que	 dosis	 equivalentes	 de	 CBD	 (5	 µM)	 eliminaron	 por	 completo	 las	 poblaciones	


























1.4 Los cultivos de GICs poseen una elevada sensibilidad a la acción de extractos 
cannabinoides que poseen una mayor proporción de CBD que de THC  
En	 base	 al	 potente	 efecto	 observado	 por	 el	 CBD	 sobre	 el	 crecimiento	 de	 distintos	
cultivos	de	GICs,	decidimos	analizar	la	acción	ejercida	por	proporciones	de	cannabinoides	que	
contienen	 una	 mayor	 cantidad	 de	 CBD	 que	 de	 THC	 (en	 particular	 la	 proporción	 1:5)	 en	




incubación	 de	 células	 12O12	 con	 estos	mismos	 compuestos,	 observándose	 de	 nuevo	 una	







Figura R3. El tratamiento con CBD reduce fuertemente el crecimiento de distintos cultivos de GICs pero no 
ejerce un mayor efecto antiproliferativo en combinación con TMZ	
(A-B) Efecto	del	tratamiento	con	THC,	CBD,	THC:CBD	(1:1)	y	TMZ	sobre	el	número	total	de	células	GH2	(panel A, 


















mayor	medida	 que	 el	 tratamiento	 individual	 con	 la	 proporción	 1:1	 o	 con	 TMZ.	 De	 forma	
similar,	la	administración	combinada	de	THC:CBD	(1:5)	y	TMZ	mostró	unos	mayores	niveles	
de	apoptosis	que	la	combinación	THC:CBD	(1:1)	+	TMZ	(Figura R4E-F).	
1.5 La combinación de THC y CBD (1:5) + TMZ posee un efecto antitumoral más potente 
que la combinación de THC y CBD (1:1) + TMZ 
Con	 la	 finalidad	de	evaluar	 la	relevancia	de	estas	observaciones	 in vivo,	 generamos	
tumores	 intracraneales	mediante	 la	 inyección	 de	 células	 12O12	 en	 el	 estriado	 de	 ratones	
inmunodeficientes	 siguiendo	 el	 protocolo	 descrito	 en	 la	 Figura R5A.	 En	 este	 caso	 los	







1:1	 o	 1:5	 no	 afectó	 significativamente	 al	 crecimiento	 de	 los	 tumores	 generados	 con	 GICs,	
determinado	mediante	iRMN	4	semanas	después	de	la	inyección.	Sin	embargo,	el	tratamiento	
con	THC:CBD	en	proporción	1:5	sí	aumentó	significativamente	la	supervivencia	de	los	ratones	
que	 portaban	 tumores	 ortotópicos	 (Figura R5C).	 Además,	 la	 combinación	 de	 ambas	
proporciones	 de	 THC:CBD	 con	 TMZ	 redujo	 el	 crecimiento	 tumoral	 e	 incrementó	 la	
supervivencia	de	los	animales	en	mayor	medida	que	el	tratamiento	individual	con	TMZ.		
En	cualquier	caso,	hay	que	destacar	que	como	apuntaban	 los	resultados	 in vitro,	 la	
administración	 de	 THC	 y	 CBD	 (1:5)	 en	 combinación	 con	 TMZ	 ejerció	 una	 mayor	 acción	






Figura R4. El tratamiento con THC:CBD (1:5) reduce el crecimiento y la capacidad de autorenovación de


















Figura R5. La combinación de THC y CBD (1:5) + TMZ posee un efecto antitumoral más potente que la 
combinación de THC y CBD (1:1) + TMZ	
(A)	Esquema	del	diseño	experimental.	(B)	Efecto	de	la	administración	oral	de	THC:CBD	(1:1)	[THC‐BDS	(5	mg/kg)	
+	CBD‐BDS	(5	mg/kg)]	THC:CBD	(1:5)	[THC‐BDS	(5	mg/kg)	+	CBD‐BDS	(25	mg/kg)]	y	TMZ	(5	mg/kg,	I.P.)	en	el	
tamaño	 de	 tumores	 generados	mediante	 la	 inyección	 intracraneal	 de	 7,5	 ×	 104	 células	 12O12	 (n=6‐7).	Panel 















	 Estos	 resultados	 indican	 que	 el	 tratamiento	 con	 preparaciones	 o	 extractos	
cannabinoides	 que	 contienen	 distintas	 proporciones	 de	 THC	 y	 CBD	 potencian	 la	 acción	
antitumoral	 ejercida	 por	 la	 TMZ	 sobre	 tumores	 derivados	 tanto	 de	 células	 U87	 como	 de	
cultivos	 enriquecidos	 en	 GICs.	 En	 particular,	 nuestros	 hallazgos	 sugieren	 que	 aquellas	
combinaciones	de	cannabinoides	que	contienen	una	mayor	proporción	de	CBD	que	de	THC	(y	












- Objetivo 2: Análisis del papel del eje MDK/ALK en la regulación de la auto-
renovación y la capacidad tumorigénica de las GICs  














R6A y C),	y	más	específicamente,	en	pacientes	con	GBM	(Figura R6B y D-E).	
2.2 La MDK regula la capacidad de auto-renovación y formación de esferas de las GICs 
Como	hemos	descrito	con	detalle	en	los	epígrafes	anteriores,	se	ha	propuesto	que	la	
población	de	células	iniciadoras	de	glioma	(GICs)	participa	activamente	en	la	resistencia	a	los	
tratamientos	 habitualmente	 utilizados	 frente	 al	 GBM,	 contribuyendo	 a	 las	 recidivas	 que	
aparecen	con	elevada	frecuencia	en	aquellos	pacientes	que	sufren	este	tipo	de	tumores.	Dado	
que	 la	 MDK	 contribuye	 a	 la	 supervivencia,	 proliferación	 y	 auto‐renovación	 de	 células	
progenitoras	neurales	(Zou	et	al.,	2006;	Yao	et	al.,	2010),	y	que	promueve	el	crecimiento	y	
migración	de	diferentes	tipos	de	células	tumorales	(Salama	et	al.,	2006;	Olmeda	et	al.,	2017),	
nos	 planteamos	 analizar	 el	 posible	 papel	 oncogénico	 desempeñado	 por	 la	 MDK	 en	 la	
regulación	y	el	mantenimiento	de	las	propiedades	stem-like	de	las	GICs,	utilizando	el	término	
que	habitualmente	se	emplea	en	inglés.	Estas	propiedades	son	semejantes	a	las	que	exhiben	
las	 células	 progenitoras	 neurales	 y	 tienen	 que	 ver,	 entre	 otras,	 con	 la	 expresión	 de	













Figura R6. Altos niveles de expresión de MDK 
(mRNA) se correlacionan con peor pronóstico en 
pacientes con glioma en diferentes bases de datos	
Análisis	 de	 la	 supervivencia	 (mediante	 curvas	 de	
Kaplan‐Meier	 en	 las	 que	 se	 indica	 la	 mediana	 de	
supervivencia)	en	pacientes	que	presentan	altos	y	bajos	
niveles	de	expresión	de	MDK.	(A,B) Estudio	Rembrandt	
considerando	 los	 pacientes	 con	 glioma	de	 bajo	 y	 alto	
grado	 (n=444,	 panel A)	 o	 tan	 solo	 aquellos	
diagnosticados	con	GBM	(n=219	panel B). (C) Estudio	
Gravendeel	(n=276	pacientes,	117	con	glioma	de	bajo	








Figura R7. Los cultivos de GICs presentan unos mayores niveles de MDK que los correspondientes cultivos 
de células diferenciadas derivados de ellas	
(A)	Niveles	de	mRNA	de	MDK	(determinados	mediante	qPCR)	en	cultivos	de	GICs	y	en	sus	correspondientes	células	
diferenciadas	en	suero	 (media	±	SEM,	n=3).	 *P <0,05;	 **P <0,01.	(B)	Niveles	proteicos	de	MDK	(determinados	
mediante	 ELISA)	 en	 cultivos	 de	 GICs	 y	 en	 sus	 correspondientes	 células	 diferenciadas	 en	 suero	 (media	 ±	 SEM	





















a	 MDK,	 y	 comprobamos	 que	 tres	 shRNAs	 distintos	 fueron	 capaces	 de	 disminuir	
significativamente	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 este	 factor	 de	 crecimiento	 en	 células	 GH2	
(Figura R7C). Posteriormente,	 seleccionamos	el	 shRNA	 que	mostró	una	mayor	eficacia	de	
silenciamiento	 (shMDK39)	 para	 infectar	 también	 las	 células	 12O12	 y	 HCO1,	 en	 las	 que	
corroboramos	que	la	transducción	con	este	shRNA	(de	aquí	en	adelante	denominado	shMDK)	





corroboramos	 que	 la	 incubación	 con	 MDK	 Ab.	 fue	 capaz	 de	 eliminar	 prácticamente	 por	
completo	la	MDK	presente	en	el	medio	de	cultivos	de	GICs (Figura R7E)	por	lo	que	también	
seleccionamos	esta	aproximación	para	desarrollar	experimentos	en	los	que	analizar	el	papel	
de	 la	 MDK	 en	 GICs.	 Como	 se	 muestra	 en	 la	 Figura R7F, la	 inhibición	 genética	 de	 MDK	
disminuyó	 el	 tamaño	de	 las	neuroesferas	 generadas	 con	 cultivos	de	 células	GH2,	12O12	y	
HCO1.	 Del	 mismo	modo,	 tanto	 la	 inhibición	 genética	 como	 farmacológica	 de	MDK	 redujo	




El	 bloqueo	 genético	 (Figura R8B)	 o	 farmacológico	 (Figura R8C)	 de	 MDK	 inhibió	
significativamente	 la	capacidad	de	auto‐renovación	de	 los	tres	cultivos	de	GICs	analizados.	
Esta	reducción	en	la	habilidad	para	generar	esferas	se	correlacionó	con	una	clara	disminución	
en	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 un	 amplio	 panel	 de	 marcadores	 de	 células	 progenitoras	
neurales	tras	la	incubación	prolongada	con	un	anticuerpo	neutralizante	de	MDK	(Figura R9A) 








Del	mismo	modo,	 la	 inhibición	farmacológica	(Figura R10A)	o	genética	(Figura R10B) de	
MDK	redujo	el	número	de	células	NESTINA	positivas	(uno	de	los	marcador	más	característicos	
de	 células	 progenitoras	 neurales,	 y	 que	 se	 encuentra	 expresado	 frecuentemente	 en	
GICs)(Calabrese	et	al.,	2007)	presentes	en	cultivos	GH2	y	HCO1	respectivamente.	Igualmente,	
tanto	 los	 niveles	 proteicos	 de	 NESTINA	 como	 de	 MUSASHI‐1	 (MSI1,	 otro	 marcador	 de	
Figura R8. La inhibición genética o farmacológica de MDK reduce el crecimiento y la capacidad de auto-




(n=3).	 (B-C) Efecto	 del	 silenciamiento	 de	 MDK	 (tras	 tratamiento	 con	 Dox,	 panel B)	 o	 de	 la	 incubación	 con	
anticuerpos	neutralizantes	de	MDK	(MDK	Ab.,	5	días,	panel C)	en	la	capacidad	de	auto‐renovación	(determinada	
mediante	ensayos	de	LDA)	de	células	GH2,	12O12	y	HCO1.	Se	muestra	un	experimento	representativo	(n=2).		









Figura R9. La inhibición genética o farmacológica de MDK reduce los niveles de expresión de marcadores
característicos de células progenitoras 
(A)	Efecto	de	 la	 incubación	con	un	anticuerpo	neutralizante	de	MDK	(MDK	Ab.	40	µg/ml;	72h.	panel A)	o	del	









Figura R10. La inhibición genética o farmacológica de MDK reduce los niveles de expresión de marcadores 






Estos	 datos	 sugieren	 que	 la	 MDK	 estimula	 la	 capacidad	 de	 proliferación	 y	 auto‐
renovación	en	distintos	cultivos	de	GICs	y	contribuye	al	mantenimiento	de	las	propiedades	
stem-like	de	estas	células.	
2.3 La MDK desempeña un papel relevante en la gliomagénesis 
Para	determinar	si	la	MDK	participa	en	el	origen	y	la	generación	de	gliomas,	llevamos	a	cabo	
2	aproximaciones	distintas	in vivo:	
 2.3.1 Efecto del silenciamiento genético de MDK en tumores intracraneales 
generados con células 12O12 
En	esta	primera	aproximación,	evaluamos	la	capacidad	tumorigénica	de	cultivos	de	
GICs	mediante	la	inyección	intracraneal	de	células	12O12	que	expresan	un	shRNA	selectivo	
frente	 a	 MDK	 e	 inducible	 por	 doxiciclina	 en	 el	 estriado	 de	 ratones	 inmunodeficientes	
siguiendo	el	protocolo	descrito	en	la	Figura R11A.	El	silenciamiento	de	MDK	(Figura R11B)	
retrasó	la	aparición	(Figura R11C) e	inhibió	el	crecimiento	(Figura R11D)	de	los	tumores	




la	 expresión	 de	marcadores	 asociados	 a	 células	 progenitoras	 neurales (Figura R12C)	 de	
células	 GH2	 o	 12O12	 infectadas	 con	 un	 shRNAcontrol	 (shC)	 inducible	 por	 doxiciclina.	 El	










Figura R11. El silenciamiento genético de MDK retrasa el crecimiento de tumores intracraneales
generados con GICs e incrementa la supervivencia de los ratones portadores de dichos tumores	
(A) Esquema	 que	 representa	 el	 procedimiento	 empleado	 para	 generar	 tumores	 intracraneales	 mediante	 la
inyección	de	7,5	x	104	células	12O12	transducidas	de	manera	estable	con	un	shMDK	inducible	en	el	estriado	de	
ratones	inmunodeficientes.	(B) Efecto	de	la	inhibición	genética	de	MDK	[mediante	la	inducción	de	la	expresión	del
shMDK	 inducible	 por	 doxiciclina	 (+Dox)]	 en	 los	 niveles	 proteicos	 de	 MDK	 (determinados	 mediante	 ELISA)
















 2.3.2 Efecto de la sobre-expresión de MDK en el modelo transgénico Nestina-Tva 
Como	 segundo	 abordaje	 experimental	 para	 estudiar	 la	 relevancia	 de	 la	MDK	 en	 la	
gliomagénesis,	utilizamos	el	modelo	transgénico	Nestina-Tva	que,	como	se	ha	explicado	con	






la	 malignidad	 o	 la	 penetrancia	 de	 los	 tumores	 generados.	 Para	 ello,	 las	 células	 DF‐1	 se	
transfectaron	 con	 plásmidos	 RCASY	 que	 sobre‐expresan	 PDGFB‐HA	 o	 MDK	 humanos.	 En	




renovación	 (determinada	mediante	 ensayos	 de	 LDA,	panel B),	 los	 niveles	 de	mRNA	 (determinados	mediante
qPCR)	 de	 un	 panel	 de	 genes	 característicos	 de	 células	 progenitoras	 neurales (panel C) de	 células	 12O12	
transducidas	de	manera	estable	con	un	shC	 inducible	 (n=2).	(D)	Efecto	del	 tratamiento	con	doxiciclina	 (+Dox)





primer	 lugar,	 comprobamos	 la	 sobre‐expresión	 de	 nuestras	 proteínas	 de	 interés	 in vitro.	
Como	se	observa	en	la	Figura R13A,	en	las	células	DF‐1	transfectadas	con	el	plásmido	RCASY‐
PDGFB‐HA	detectamos	altos	niveles	de	HA	mediante	Western	blot.	Por	su	parte,	los	niveles	de	
MDK	 en	 el	medio	 procedente	 de	 células	 DF‐1	 transfectadas	 con	 el	 plásmido	 RCASY‐MDK,	
fueron	 significativamente	 más	 elevados	 que	 los	 encontrados	 en	 el	 medio	 procedente	 de	
células	 DF‐1	 transfectadas	 con	 un	 RCASY‐control	 (Figura R13B).	 Este	 incremento	 en	 los	





por	otros	 grupos	de	 investigación.	El	 análisis	histopatológico	de	 los	 cerebros	extraídos	de	
estos	ratones	reveló	la	existencia	de	oligodendrogliomas	de	grado	II/III	tan	solo	en	el	grupo	
experimental	en	el	que	se	sobre‐expresaron	PDGFB	y	MDK,	y	en	concreto	en	2	de	los	7	ratones	
pertenecientes	 a	 este	 grupo	 (Figura R13C).	 El	 resto	 de	 cerebros	 analizados	 no	 mostró	
ninguna	alteración	estructural	o	morfológica	significativa.	Además,	tan	solo	encontramos	una	
tinción	 positiva	 para	HA	 y	 para	MDK	 (Figura R13C)	 en	 la	 región	 tumoral	 presente	 en	 el	
cerebro	de	estos	2	ratones,	lo	que	refleja	que	la	sobre‐expresión	tanto	de	PDGFB	como	de	MDK	
está	 directamente	 implicada	 en	 la	 generación	 de	 estos	 tumores.	 Aunque	 preliminares,	 los	
datos	obtenidos	utilizando	el	modelo	transgénico	Nestina-Tva	sugieren	que	la	MDK	participa	
en	la	inducción	y	generación	de	gliomas	a	partir	de	células	progenitoras.	




2.4 La MDK regula las propiedades stem-like de las GICs mediante la estimulación del 
receptor ALK 
La	MDK	promueve	la	tumorigénesis	mediante	su	interacción	con	distintos	receptores,	
entre	 ellos	 ALK,	 cuya	 activación	 dependiente	 de	 MDK	 estimula	 la	 supervivencia	 y	 la	
proliferación	en	distintas	células	tumorales	(Wellstein,	2012;	Kadomatsu	et	al.,	2013;	Sun	et	
al.,	 2017),	 incluidos	 los	 gliomas	 (Stoica	 et	 al.,	 2002).	 En	 particular,	 resultados	 publicados	
previamente	por	nuestro	grupo	de	investigación	han	demostrado	que	la	MDK	promueve	la	



























principales	 proteínas	 dianas	 de	 regulación	 (STAT3,	 ERK	 y	 AKT)	 en	 células	 GH2	 (Figura 
R14B),	 un	 efecto	 que	 se	 previno	 tras	 la	 pre‐incubación	 de	 estas	 células	 con	 TAE	 (Figura 






Figura R14. La MDK regula las propiedades “stem-like” de las GICs mediante la estimulación del receptor
ALK	

























Figura R15. La inhibición genética o farmacológica de ALK reduce el crecimiento de distintos cultivos de
GICs	












Estas	observaciones	 son	 consistentes	 con	 la	 reducción	observada	en	 los	niveles	de	
expresión	de	distintos	marcadores	de	células	progenitoras	neurales,	medidos	mediante	qPCR,	
tras	 el	 bloqueo	 genético	 o	 farmacológico	 de	 ALK	 (Figura R17A-C).	 Específicamente,	 el	
tratamiento	de	células	HCO1	con	el	inhibidor	TAE	disminuyó	significativamente	el	número	de	
células	NESTINA	positivas	 cuantificadas	en	experimentos	de	 inmunofluorescencia	 (Figura 
R17D).	Asimismo,	la	incubación	con	TAE	y	crizotinib	redujo	de	una	forma	notable	los	niveles	
proteicos	tanto	de	NESTINA	como	de	MSI1	en	células	GH2	(Figura R17E). 	
Figura R16. La inhibición genética o farmacológica de ALK reduce la capacidad de auto-renovación de 
distintos cultivos de GICs 	









 Figura R17. La inhibición genética o farmacológica de ALK reduce los niveles de expresión de marcadores
de células progenitoras 	
(A-B) Efecto	del	silenciamiento	de	ALK	(tras	el	tratamiento	con	doxiciclina,	+Dox,	panel A)	o	del	tratamiento	con	
crizotinib	 (750	 nM,	 72h.,	 panel B)	 en	 los	 niveles	 de	 mRNA	 (determinados	 mediante	 qPCR)	 de	 un	 panel	 de
marcadores	 característicos	 de	 células	 progenitoras	 neurales	 en	 células	 12O12	 shALK	 y	 en	 células	 GH2	
respectivamente.	 Los	 datos	 se	 expresan	 como	 el	 cambio	 en	 los	 niveles	 de	mRNA	 en	 cada	 gen	 (media	 ±	 SEM)
respecto	a	las	células	shALK	(‐Dox)	o	VEH.	*P	<	0,05;	**P	<	0,01	y	***P	<	0,001.	(C)	Porcentaje	de	marcadores	de	
células	progenitoras	neurales	 regulados	a	 la	baja	después	de	 la	 inhibición	genética	o	 farmacológica	de	ALK	en
cultivos	GH2	y	12O12.		(D)	Efecto	del	tratamiento	con	TAE	(750	nM,	72h)	en	la	expresión	de	NESTINA	(evaluada
mediante	 inmunofluorescencia)	 de	 células	 HCO1.	 Los	 valores	 mostrados	 en	 cada	 imagen	 corresponden	 al

















para	 generar	 tumores	 ortotópicos	 en	 ratones	 inmunodeficientes.	 Con	 esta	 finalidad,	
inyectamos	células	12O12	infectadas	con	partículas	lentivirales	que	expresan	un	shRNA	frente	
a	ALK	 inducible	por	doxiciclina	 siguiendo	 el	mismo	protocolo	 llevado	 a	 cabo	previamente	





Figura R18. El silenciamiento genético de ALK retrasa el crecimiento de tumores intracraneales generados 






































- Objetivo 3: Análisis del mecanismo de acción del eje MDK/ALK en GICs  
3.1 La regulación del factor de transcripción SOX9 es una etapa clave para la pérdida 
de las características stem-like inducida por el bloqueo del eje MDK/ALK 
A	continuación,	nos	propusimos	estudiar	con	más	detalle	los	mecanismos	celulares	y	
moleculares	 subyacentes	 a	 la	 acción	 ejercida	 por	 el	 bloqueo	 del	 eje	 MDK	 sobre	 las	








2009;	 Ikushima	 et	 al.,	 2009;	 Hiraoka	 et	 al.,	 2015).	 Por	 ese	 motivo,	 nos	 planteamos	 si	 la	
modulación	del	eje	MDK/ALK	podría	estar	regulando	estos	factores	de	transcripción.		
Como	 se	 muestra	 en	 la	 Figura R19A, la	 inhibición	 genética	 del	 eje	 MDK/ALK	 en	
cultivos	 de	 GICs	 promovió	 una	 disminución	 significativa	 y	 sostenida	 a	 largo	 plazo	 en	 los	
niveles	de	expresión	de	SOX2,	SOX4	y	SOX9	[miembros	de	la	familia	SOX	a	los	que	se	les	ha	










GICs	 en	 ensayos	 de	 LDA	 (Figura R20A)	 y	 redujo	 los	 niveles	 de	 expresión	 de	 distintos	
marcadores	de	células	progenitoras	en	estos	cultivos	(Figura R20B),	 reproduciendo	así	el	
efecto	ejercido	por	 la	 inhibición	del	eje	MDK/ALK.	Por	el	contrario,	 la	re‐expresión	de	una	
forma	murina	de	SOX9	(Figura R21A)	previno	el	efecto	inhibitorio	inducido	por	el	bloqueo	
genético	(Figura R21B) o	farmacológico	(Figura R21C) de	MDK	sobre	la	capacidad	de	auto‐
renovación	de	células	GH2.	Del	mismo	modo,	el	descenso	en	los	niveles	de	mRNA	de	distintos	





sobre‐expresión	 de	 SOX9	 (Figura R21D).	 Estos	 estudios,	 muestran	 por	 tanto	 que	 el	
restablecimiento	de	los	niveles	de	SOX9	revierte	los	efectos	del	silenciamiento	de	MDK	sobre	
la	capacidad	de	proliferación	y	auto‐renovación	de	GICs,	indicando	que	SOX9	es	un	efector	de	
la	MDK	y	 que	 el	 eje	MDK/ALK	 regula	 las	 características	 stem-like	 de	 las	 GICs	mediante	 el	
control	de	los	niveles	de	SOX9.	
	
3.2 El descenso en los niveles de SOX9 tras el bloqueo del eje MDK/ALK no es 
































Figura R20. El silenciamiento de SOX9 inhibe la capacidad de auto-renovación de las GICs 	
(A)	Efecto	de	la	nucleofección	con	un	plásmido	pLKO	que	codifica	un	shRNA	control	(shC)	o	un	shRNA	selectivo	de	














Figura R21. La sobre-expresión de SOX9 revierte el efecto inhibitorio ejercido por el bloqueo de MDK sobre
las GICs 	
(A)	Efecto	de	la	nucleofección	con	un	plásmido	control	(pWPXL‐GFP,	Control)	o	un	plásmido	que	codifica	un	SOX9

















3.3 El bloqueo del eje MDK/ALK activa la autofagia en GICs 
Una	de	las	principales	rutas	de	señalización	acopladas	a	la	activación	del	receptor	ALK	
es	la	vía	AKT/mTORC1	(Ardini	et	al.,	2010).	Por	este	motivo,	estudiamos	si	el	bloqueo	de	la	
señalización	 dependiente	 de	 MDK	 podría	 afectar	 a	 la	 actividad	 de	 esta	 ruta.	 Datos	 no	
publicados	 de	 nuestro	 grupo	 de	 investigación	muestran	 que	 la	 neutralización	 de	MDK	 en	
células	 GH2	 conlleva	 una	 clara	 inhibición	 del	 eje	 AKT/MTORC1.	Uno	 de	 los	 procesos	más	
importantes	que	 se	encuentra	 regulado	por	este	 eje	es	 la	autofagia,	un	mecanismo	celular	
responsable	de	la	degradación	y	reciclaje	de	proteínas	y	otros	componentes	celulares,	cuya	
activación	se	ha	relacionado	con	la	regulación	de	la	biología	de	células	iniciadoras	de	tumores	
(Vitale,	 et	 al.,	 2015).	 Dado	 que	 la	 inhibición	 del	 eje	MDK/ALK	 conlleva	 una	 inhibición	 de	






incubación	previa	de	estas	células	con	 los	 inhibidores	de	 las	proteasas	 lisosomales	E64d	y	
pepstatina	A	(capaces	de	bloquear	la	acción	de	las	proteasas	lisosomales	y	por	tanto	la	última	
etapa	 de	 degradación	 de	 la	 vía	 autofagosoma‐lisosoma),	 incrementó	 de	 forma	 más	
pronunciada	 los	 niveles	 de	 LC3‐II	 (Figura R23A),	 confirmando	 así	 que	 el	 bloqueo	del	 eje	
MDK/ALK	lleva	a	la	activación	de	una	autofagia	dinámica	en	GICs.		
Figura R22. El bloqueo del eje MDK/ALK promueve la degradación de SOX9 de forma independiente del



























del	 número	 de	 células	 GH2	 con	marcaje	 LC3	 positivo	 dentro	 de	 la	 población	 de	 células	 NESTINA	 positivas	 o	






3.4 La estimulación de la autofagia es necesaria para la pérdida de las propiedades 





motivo,	 nos	 planteamos	 si	 la	 estimulación	de	 la	 autofagia	 observada	 tras	 el	 bloqueo	de	 la	
señalización	por	MDK	afectaba	por	 igual	 a	 todas	 las	poblaciones	 celulares	presentes	 en	 el	
cultivo	o	bien	ocurría	de	forma	selectiva	en	aquellas	poblaciones	que	mostraban	un	fenotipo	
stem-like.	 En	 línea	 con	 esta	 última	 hipótesis,	 la	 acumulación	 de	 LC3	 tras	 la	 incubación	 de	
células	 GH2	 con	 un	 anticuerpo	 neutralizante	 de	 MDK	 durante	 24	 horas	 tuvo	 lugar	






propiedades	stem-like,	analizamos	el	efecto	de	 la	 inhibición	de	 la	señalización	por	MDK	en	
cultivos	de	GICs	que	expresan	un	shRNA	 inducible	por	doxiciclina	dirigido	 frente	a	un	gen	
esencial	de	 autofagia	 como	ATG5	(Figura R24A).	 Como	se	muestra	 en	 la	Figura R24B,	 el	













3.5 La inhibición del eje MDK/ALK induce la degradación autofágica de SOX9 en GICs 
Teniendo	 en	 cuenta	 que	 la	 activación	 de	 la	 autofagia	 y	 el	 descenso	 de	 los	 niveles	
proteicos	de	SOX9	inducidos	por	la	inhibición	del	eje	MDK/ALK	son	eventos	que	coinciden	en	





A	 diferencia	 de	 los	 datos	 obtenidos	 con	 el	 inhibidor	 del	 proteasoma,	 la	 inhibición	
farmacológica	de	las	proteasas	lisosomales	(y,	por	lo	tanto,	de	la	degradación	de	proteínas	a	
Figura R24. La estimulación de la autofagia es necesaria para la pérdida de las propiedades stem-like de 
las GICs inducida por la inhibición del eje MDK/ALK	




(MDK	Ab.	 40	 µg/ml)	 en	 los	 niveles	 proteicos	 de	MUSASHI1	 (MSI1),	 CD133	 y	 LC3‐I/II	 de	 células	 GH2	 shATG5	
tratadas	o	no	tratadas	con	doxiciclina	(Dox).	Se	muestra	un	experimento	representativo	de	Western	blot	(n=2).		
(C)	Efecto	de	la	incubación	con	MDK	Ab.	(40	µg/ml,	panel izquierdo)	o	crizotinib	(750	nM, panel derecho)	sobre	
la	capacidad	de	autorrenovación	(determinada	mediante	LDA)	de	células	GH2	shATG5	tratadas	o	no	tratadas	con	
doxiciclina	(Dox).	Se	muestra	un	experimento	representativo	(n=2).	#	P	<0,05;	###	P	<0,001	respecto	a	las	células	
shATG5	(‐Dox).	(D)	Efecto	de	la	incubación	con	MDK	Ab.	(40	µg/ml,	panel izquierdo)	o	crizotinib	(750	nM, panel 
derecho)	sobre	 la	capacidad	de	autorrenovación	(determinada	mediante	LDA)	de	células	GH2	transducidas	de	
forma	 estable	 con	 un	 sh	 control	 (shC)	 o	 un	 shATG7	 constitutivo	 (shATG7).	 Se	 muestra	 un	 experimento	






disminución	 de	 los	 niveles	 proteicos	 de	 SOX9	 tras	 el	 tratamiento	 con	 el	 anticuerpo	
neutralizante	de	MDK	(Figura R25A) o	con	TAE	(Figura R25B).	Una	reversión	similar	de	la	
caída	de	los	niveles	de	SOX9	se	observó	tras	la	inhibición	genética	de	la	autofagia	en	células	
GH2	en	las	que	ATG5	(Figura R25 A-B)	o	ATG7	(Figura R26A)	se	encontraban	silenciados	de	
forma	 constitutiva.	 Los	 controles	 del	 silenciamiento	 de	 ambos	 genes	 se	 muestran	 en	 las	
Figuras R26B-C. 
 
Aunque	 se	 ha	 propuesto	 que	 la	 selección	 y	 posterior	 degradación	 de	 proteínas	 y	
orgánulos	a	través	de	la	vía	autofagosoma‐lisosoma	implica	su	incorporación	inespecífica	al	
autofagosoma,	 al	 menos	 una	 parte	 de	 estas	 proteínas	 puede	 ser	 dirigida	 selectivamente	
mediante	su	interacción	con	LC3	u	otras	proteínas	implicadas	en	la	formación	del	fagóforo	
(Zaffagnini	&	Martens,	2016).	
Figura R25. El bloqueo del eje MDK/ALK en GICs induce la degradación autofágica de SOX9	
(A-B)	Efecto	de	la	incubación	con	el	anticuerpo	neutralizante	de	MDK	(MDK	Ab.;	40	µg/ml;	24h,	panel A)	y	TAE	
(750	nM,	24h.,	panel B)	 sobre	 los	niveles	proteicos	de	SOX9	y	LC3‐I/II	 en	 células	GH2	 transducidas	de	 forma	
estable	con	un	shRNA	control	(shC)	o	un	shRNA	selectivo	para	ATG5	(shATG5)	de	expresión	constitutiva.	Donde	se	
indica,	 las	 células	 fueron	pretratadas	 con	E64d	 (10	µM)	y	pepstatina	A	 (PA,	10	µg/ml)	durante	1	hora.	Panel 
izquierdo:	 se	 muestra	 un	Western	 blot	 representativo	 (n=5).	Panel derecho:	 análisis	 densitométrico	 de	 los	

















Figura R26. El bloqueo del eje MDK/ALK en GICs induce la degradación autofágica de SOX9	
(A)	Efecto	de	la	incubación	con	MDK	Ab.	(40	µg/ml;	24h)	sobre	los	niveles	proteicos	de	SOX9,	SOX2	y	SOX4	en	
células	GH2	transducidas	de	forma	estable	con	un	shC	o	un	shATG7	de	expresión	constitutiva.	Panel izquierdo:	se	
muestra	 un	 Western	 blot	 representativo	 (n=3).	 Panel derecho:	 análisis	 densitométrico	 de	 los	 niveles	 de	
SOX9.muestrado	como	la	relación	entre	los	niveles	de	SOX9	y	β‐ACTINA	(media	±	SEM;	n=5).	*	P	<0,05	respecto	a	
las	células	GH2	shC	VEH.	(B-C) Niveles	proteicos	de	ATG5	(panel B) o	ATG7	(panel C)	en	células	GH2	transducidas	
de	forma	estable	con	un	shATG5	o	un	shATG7 de	expresión	constitutiva,	respectivamente.	Se	muestra	un	Western	
blot	representativo	(n=3),	que	incluye	una	cuantificación	de	los	niveles	proteicos.	*	P	<0,05	respecto	a	las	células	
shC.	 (D)	 Niveles	 de	 proteína	 de	 SOX9	 y	 LC3	 (I/II)	 tras	 la	 inmunoprecipitación	 de	 células	 GH2	 no	 tratadas	 o	












- Objetivo 4: Análisis de la eficacia terapéutica del tratamiento con inhibidores 
del eje MDK/ALK individualmente o en combinación con otros agentes 
antitumorales en modelos preclínicos de GBM 
4.1 La inhibición farmacológica del receptor ALK reduce el crecimiento de tumores 
subcutáneos generados con GICs 
Basándonos	 en	 el	 efecto	 ejercido	 por	 los	 inhibidores	 del	 eje	 MDK/ALK	 sobre	 la	
capacidad	 de	 proliferación	 y	 auto‐renovación	 de	 distintos	 cultivos	 de	 GICs	 in vitro,	 nos	
preguntamos	 si	 el	 bloqueo	 farmacológico	 de	 este	 eje	 podría	 utilizarse	 como	 estrategia	
terapéutica	 para	 actuar	 sobre	 la	 población	 de	 GICs	 in vivo.	 Para	 ello	 estudiamos	 el	 efecto	
ejercido	 por	 2	 inhibidores	 de	 la	 actividad	 tirosina‐quinasa	 de	 ALK,	 crizotinib	 y	 lorlatinib,	
sobre	el	crecimiento	de	tumores	subcutáneos	generados	con	GICs.	La	administración	oral	de	
crizotinib	 (12,5	 mg/kg/día)	 o	 lorlatinib	 (25	 mg/kg/día)	 redujo	 significativamente	 el	
crecimiento	de	tumores	generados	con	células	12O12	(Figura R27A).	El	análisis	posterior	de	
los	 tumores	 extraídos	 al	 final	 del	 experimento	 reveló	 que	 el	 tratamiento	 con	 crizotinib	




encontrados	 in vitro,	 el	 tratamiento	 con	 crizotinib	 o	 lorlatinib	 incrementó	 de	 forma	
significativa	 los	 niveles	 de	 autofagia	 de	 estos	 tumores	 (Figura R28A)	 y	 redujo	 de	 forma	
marcada	 su	 capacidad	 proliferativa	 (medida	 como	 niveles	 de	 Ki67	 (Figura R28B-C).	
Adicionalmente,	 valoramos	 los	 niveles	 de	 CD31	 (un	 marcador	 de	 angiogénesis)	 en	 estas	
muestras,	ya	que	la	activación	del	receptor	ALK	se	ha	relacionado	con	un	incremento	de	la	




4.2 La combinación de inhibidores del eje MDK/ALK y otros agentes antitumorales 
elimina la población de GICs in vitro 
Los	 resultados	 mostrados	 hasta	 el	 momento	 revelan	 que	 la	 inhibición	 del	 eje	
MDK/ALK	 reduce	 la	 capacidad	de	proliferación	y	 auto‐renovación	de	distintos	 cultivos	de	
GICs,	pero	no	consigue	eliminar	estas	poblaciones	celulares,	lo	que	podría	considerarse	uno	











 4.2.1 El bloqueo farmacológico de MDK potencia la acción de los cannabinoides 
sobre distintas poblaciones de GICs in vitro 
Con	 la	 finalidad	de	 comprobar	 esta	 hipótesis,	 analizamos	 el	 efecto	 producido	por	 la	




Figura R27. La inhibición farmacológica de ALK reduce el crecimiento de tumores subcutáneos derivados 

















Figura R28. La inhibición farmacológica de ALK estimula la autofagia y reduce la proliferación y la 

















constituir	 una	 buena	 estrategia	 terapéutica	 para	 actuar	 sobre	 esta	 población	 de	 GICs	
altamente	resistente	a	cannabinoides.		




terminal)(Figura R29A)	 en	 ensayos	 de	 viabilidad	 celular.	 En	 una	 primera	 aproximación,	
utilizando	 un	 ensayo	 que	 permite	 evaluar	 el	 efecto	 de	 los	 tratamientos	 en	 múltiples	
condiciones	 experimentales	 de	 forma	 simultánea,	 encontramos	 que	 los	 anticuerpos	 que	
actuaban	sobre	el	extremo	N	terminal	de	la	MDK	(IP9	e	IP10)	potenciaron	el	efecto	ejercido	
por	el	THC	sobre	la	viabilidad	de	GICs	en	mayor	medida	en	que	lo	hizo	el	tratamiento	con	los	
anticuerpos	 generados	 contra	 el	 extremo	C	 terminal	 de	 la	MDK	 (IP14	 o	 CAB102)	 (Figura 










que	 aquellos	 dirigidos	 frente	 al	 extremo	 C	 terminal)	 y	 lo	 combinamos	 con	 un	 extracto	
cannabinoide	 que	 contiene	 THC	 y	 CBD	 en	 proporción	 1:1.	 Como	 hemos	 descrito	 con	
anterioridad	en	esta	Tesis,	 la	utilización	de	esta	 combinación	de	 cannabinoides	posee	una	
importante	relevancia	terapéutica	ya	que	se	asemeja	al	fármaco	Sativex,	en	fase	de	ensayos	












 Figura R29. Los anticuerpos neutralizantes de MDK dirigidos frente al N terminal de la proteína potencian















4.2.2 La inhibición farmacológica de ALK sensibiliza los cultivos de GICs al 
tratamiento con cannabinoides 
Tras	 comprobar	 el	 potente	 efecto	 ejercido	 por	 la	 combinación	 de	 anticuerpos	
neutralizantes	 de	MDK	 y	 cannabinoides	 en	 GICs,	 decidimos	 evaluar	 si	 estos	 resultados	 se	
reproducían	 utilizando	 inhibidores	 de	 la	 actividad	 tirosina‐quinasa	 de	 ALK	 como	 TAE,	
crizotinib	 y	 lorlatinib.	 Como	 se	 muestra	 en	 la	 Figura R31A,	 el	 tratamiento	 con	 dosis	
submáximas	 de	 estos	 3	 inhibidores	 en	 combinación	 con	 cannabinoides	 (ya	 sea	 THC	 o	
extractos	 que	 contienen	 una	 proporción	 equivalente	 de	 THC	 y	 CBD)	 redujo	 de	 forma	
significativamente	más	acusada	que	los	tratamientos	individuales	el	número	de	células	GH2.	
Figura R30. Los anticuerpos neutralizantes de MDK dirigidos frente al N terminal de la proteína potencian












células	12O12	 así	 como	de	mantener,	 evitando	 su	 auto‐renovación,	 la	 población	 inicial	 de	
células	 HCO1	 (Figura R31B).	 Seguidamente,	 quisimos	 comprobar	 el	 efecto	 de	 estas	
combinaciones	 directamente	 sobre	 la	 capacidad	 de	 auto‐renovación	 de	 estos	 cultivos	
mediante	ensayos	LDA.	Como	se	observa	en	la	Figura R31C,	la	combinación	de	THC:CBD	(1:1)	







 4.2.3 La administración combinada de inhibidores del eje MDK/ALK y THC 





diferenciadas	de	glioma,	por	 lo	que	nos	planteamos	 si	 la	 combinación	de	ambos	 fármacos	





















Del	mismo	modo,	 el	 silenciamiento	 tanto	de	ATG5	 como	de	ATG7	 revirtió	 el	 efecto	
inhibitorio	 inducido	 por	 la	 combinación	 de	 THC	 con	 anticuerpos	 neutralizantes	 de	 MDK	
(Figura R33E) o	crizotinib	(Figura R33F) sobre	la	capacidad	de	auto‐renovación	de	células	
GH2.	 Unos	 resultados	muy	 similares	 se	 observaron	 tras	 la	 inhibición	 farmacológica	 de	 la	
Figura R31. Los inhibidores de la actividad tirosina-quinasa de ALK potencian la acción antitumoral de los











autofagia	 utilizando	 E64d	 y	 pepstatina	 A	 tanto	 en	 la	 inducción	 de	 apoptosis	 como	 en	 el	
crecimiento	de	células	GH2	(Figura R34A-B).	
Estudios	 previos	 llevados	 a	 cabo	 en	 nuestro	 laboratorio	 han	 demostrado	 que	 la	
síntesis	de	ceramida	es	una	etapa	clave	para	la	activación	de	la	autofagia	citotóxica	promovida	
por	el	THC	en	células	de	glioma	(Carracedo	et	al.,	2006;	Salazar	et	al.,	2009;	Hernández‐Tiedra	





con	 crizotinib	 y	 THC	 (Figura R34C) así	 como	 por	 la	 combinación	 de	 anticuerpos	
neutralizantes	de	MDK	y	THC	(Figura R34D).	
Por	 último,	 y	 considerando	 como	 hemos	 citado	 previamente	 que	 trabajamos	 con	
cultivos	 heterogéneos	 en	 los	 que	 están	 presentes	 células	 en	 diferente	 estado	 de	
diferenciación,	 quisimos	 comprobar	 si	 las	 células	 que	 expresan	 marcadores	 típicos	 de	
progenitores	 neurales	 como	 CD133,	 y	 que	 se	 hipotetiza	 que	 son	 más	 resistentes	 a	 los	
tratamientos	 individuales,	 sufren	 también	 apoptosis	 tras	 la	 administración	 combinada	 de	
inhibidores	del	eje	MDK/ALK	y	THC.	Los	experimentos	llevados	a	cabo	mediante	citometría	
de	 flujo	 muestran	 que	 la	 incubación	 de	 células	 GH2	 con	 ambos	 fármacos	 durante	 3	 días	
promovió	la	apoptosis	de	células	CD133	(+) (Figura R34E).	Estos	datos	demuestran	que	la	
Figura R32. La combinación de anticuerpos neutralizantes de MDK y THC induce una activación sinérgica















Figura R33. La combinación de 
inhibidores del eje MDK/ALK y THC 
induce una autofagia citotóxica en 
GICs	
(A) Efecto	de	la	incubación	con	MDK	Ab.	
(40	 µg/ml)	 +	 THC	 (5	 µM)	 durante	 el	
tiempo	indicado	(A)	o	durante	5	días	(B-
C)	 en	 la	 apoptosis	 de	 cultivos	 GH2	
transducidos	 de	 forma	 estable	 con	 un	
shATG5	 inducible	 (media	 ±	 SEM).	 **	 P	
<0,01	respecto	a	células	VEH	shATG5	(‐
Dox).	(D) Efecto	de	los	tratamientos	en	
el	 número	 total	 de	 células	 GH2	
transducidas	 de	 forma	 estable	 con	 un	

















Figura R34. La combinación de inhibidores del eje MDK/ALK y THC induce una autofagia citotóxica en GICs 


















 4.2.4 La inhibición farmacológica de ALK en combinación con TMZ elimina las 
GICs 
Actualmente,	el	 tratamiento	quimioterapéutico	estándar	 frente	al	GBM	se	basa	en	 la	
utilización	del	agente	alquilante	TMZ.	Dado	que,	como	se	ha	citado	previamente,	las	GICs	son	
especialmente	resistentes	a	la	acción	de	la	TMZ	y	que	la	activación	del	eje	MDK/ALK	se	ha	










renovación	y	generación	de	neuroesferas	en	cultivos	GH2	(Figura R35A) y	12O12	(Figura 
R35B).	 Por	 el	 contrario,	 el	 efecto	 mostrado	 por	 el	 crizotinib	 se	 vio	 significativamente	
potenciado	cuando	se	combinó	con	TMZ,	llegando	a	eliminar	prácticamente	por	completo	la	








4.3 La combinación de inhibidores del eje MDK/ALK con cannabinoides o TMZ posee 
un potente efecto antitumoral en tumores derivados de GICs 
A	 continuación,	 decidimos	 analizar	 el	 potencial	 terapéutico	 de	 la	 combinación	 de	
inhibidores	 del	 eje	 MDK/ALK	 con	 cannabinoides	 y	 TMZ.	 Para	 ello	 evaluamos	 la	 acción	





 4.3.1 El bloqueo farmacológico de MDK en combinación con cannabinoides 
reduce el crecimiento de tumores subcutáneos generados con GICs 
En	 primer	 lugar,	 nos	 preguntamos	 si	 la	 inhibición	 farmacológica	 de	 MDK,	 en	
combinación	 con	 cannabinoides,	 podría	 ser	 una	 buena	 estrategia	 terapéutica	 para	 el	
tratamiento	de	estos	 tumores.	Para	ello,	 inyectamos	subcutáneamente	células	12O12	en	el	
flanco	derecho	de	ratones	inmunodeficientes	y	estos	animales	se	trataron	con	los	anticuerpos	
neutralizantes	 de	MDK	 IP10	 o	 CAB102	 de	 forma	 intraperitoneal	 2	 veces	 por	 semana	 (15	




THC	 redujo	 de	 forma	 significativa	 los	 niveles	 proteicos	 de	MDK	presentes	 en	 los	 tumores	
extraídos	tras	la	finalización	del	experimento,	no	observándose	cambios	tras	el	tratamiento	
con	 THC	 (Figura R36B).	 Estos	 datos,	 aunque	 preliminares,	 sugieren	 que	 el	 tratamiento	
Figura R35. La combinación de crizotinib y TMZ elimina la capacidad de formación de esferas de las GICs	













 4.3.2 El tratamiento con el inhibidor de ALK crizotinib en combinación con 
cannabinoides o TMZ reduce el crecimiento de tumores subcutáneos generados 
con GICs  
A	 continuación,	 valoramos	 el	 efecto	 producido	 por	 el	 tratamiento	 oral	 con	 dosis	
submáximas	de	crizotinib	(12,5	mg/kg/día)	en	combinación	con	un	extracto	cannabinoide	
compuesto	por	THC	 (7,5	mg/kg/día)	y	CBD	 (7,5	mg/kg/día)	en	una	proporción	1:1	 sobre	
tumores	 subcutáneos	 generados	 con	 células	 12O12.	 La	 administración	 combinada	 de	
crizotinib	 y	 cannabinoides	 redujo	 el	 crecimiento	 de	 estos	 tumores	 de	 una	 forma	
significativamente	mayor	que	los	tratamientos	individuales	(Figura R37A).	Del	mismo	modo,	
aunque	 el	 tratamiento	 con	 dosis	 submáximas	 de	 TMZ	 (5	 mg/kg/2	 veces	 por	 semana)	
disminuyó	 notablemente	 el	 crecimiento	 de	 los	 tumores,	 el	 tratamiento	 combinado	 con	
crizotinib	 y	 TMZ	 ejerció	 un	 efecto	 antitumoral	 significativamente	 mayor	 (Figura R37B).	
Figura R36. La administración combinada de anticuerpos neutralizantes de MDK y THC reduce 
fuertemente el crecimiento de tumores subcutáneos derivados de GICs	
(A)	Efecto	del	 tratamiento	con	 los	anticuerpos	neutralizantes	de	MDK	 IP10	y	CAB102	(15	mg/kg,	2	veces	por	
semana	mediante	inyección	intraperitoneal)	y	THC	(15	mg/kg/día,	tratamiento	oral	diario)	en	el	crecimiento	de	


















Estas	 observaciones	 indican	 que	 la	 administración	 combinada	 de	 crizotinib	 con	
cannabinoides	o	con	TMZ	posee	un	fuerte	efecto	antitumoral	en	modelos	animales	de	glioma	
generados	mediante	la	inyección	subcutánea	de	GICs.	
 4.3.3 El inhibidor de ALK lorlatinib potencia el efecto antitumoral ejercido por 















cada	uno	de	estos	compuestos.	 Igualmente,	 la	combinación	de	 lorlatinib	(25	mg/kg/día)	y	
TMZ	 (5	mg/kg/2	 veces	 por	 semana)	 exhibió	 un	 efecto	 antitumoral	 más	marcado	 que	 los	
correspondientes	 tratamientos	 individuales	 (Figura R38C),	 aunque	 en	 este	 caso	 las	





A	 continuación,	 analizamos	 el	 efecto	 del	 lorlatinib	 en	 combinación	 con	 TMZ	 sobre	
tumores	 intracraneales	 generados	 con	 células	 12O12.	 El	 tratamiento	 con	 lorlatinib	 (25	
mg/kg)	 no	 modificó	 la	 supervivencia	 de	 los	 ratones	 que	 portan	 estos	 tumores,	 pero	 sí	
potenció	 el	 efecto	 producido	 por	 el	 tratamiento	 con	 TMZ	 (5	 mg/kg).	 Sin	 embargo,	 el	






Figura R37. La administración combinada de crizotinib con cannabinoides o TMZ posee un marcado efecto 














derivadas	 de	 estos	 tumores.	 Se	 muestran	 imágenes	 representativas	 de	 los	 tumores	 de	 cada	 condición









Figura R38. La administración combinada de lorlatinib con cannabinoides o TMZ posee un marcado efecto




mediante	TUNEL)	en	muestras	derivadas	de	estos	tumores	(panel B).	Panel A: Los	tumores	tratados	con	lorlatinib	
fueron	significativamente	diferentes	de	los	tumores	tratados	con	VEH	desde	el	día	8	hasta	el	día	10	(P	<0,01),	y	
desde	 el	 día	 11	 hasta	 el	 final	 del	 tratamiento	 (P	 <0,001);	 los	 tumores	 tratados	 con	 THC:CBD	 fueron
significativamente	diferentes	de	los	tumores	tratados	con	VEH	desde	el	día	14	hasta	el	 final	del	tratamiento	(P
<0,001);	 Los	 tumores	 tratados	 con	 lorlatinib	 +	 THC:CBD	 fueron	 significativamente	 diferentes	 de	 los	 tumores
tratados	con	VEH	desde	el	día	8	hasta	el	final	del	tratamiento	(P	<0,001),	de	los	tumores	tratados	con	lorlatinib	en	
el	día	12	(P	<0,05)	y	de	los	tumores	tratados	con	THC:CBD	en	el	día	8	(P	<0,05),	día	9	(P	<0,01)	y	desde	el	día	10

























































Los	 estudios	 llevados	 a	 cabo	 en	 los	 últimos	 años	 han	 permitido	 la	 identificación	 de	 una	
subpoblación	de	células	con	características	semejantes	a	las	de	las	células	madre	y	a	las	que	
se	denomina	"células	 iniciadoras	 tumorales"	o	CICs	en	 la	práctica	 totalidad	de	 los	 tipos	de	
cáncer	que	se	conocen	y	que	parece	ser	responsable	de	su	generación	y	progresión.	En	el	caso	
del	GBM,	 la	elevada	resistencia	a	 los	tratamientos	quimioterapéuticos	que	se	utilizan	en	 la	
actualidad	para	luchar	contra	este	tipo	de	tumores,	así	como	el	alto	porcentaje	de	pacientes	
que	sufren	recidivas	(y	que	convierten	a	este	tipo	de	tumores	en	uno	de	los	más	agresivos	que	
existen)	 parece	 estar	 íntimamente	 ligada	 a	 la	 presencia	 de	 las	 GICs.	 Debido	 a	 sus	
características	intrínsecas	de	auto‐renovación,	plasticidad	y	quiescencia,	las	GICs	contribuyen	
a	 la	 heterogeneidad	 tumoral	 característica	 del	 GBM,	 que	 contiene	 células	 con	 diferentes	
grados	de	diferenciación,	 lo	que	dificulta	el	desarrollo	de	un	abordaje	 terapéutico	efectivo	
capaz	de	actuar	sobre	todas	las	células	presentes	en	el	tumor.	De	esta	forma,	la	erradicación	
de	 las	 GICs	 parece	 constituir	 una	 etapa	 crucial	 para	 el	 desarrollo	 de	 una	 terapia	 que	
incremente	de	forma	significativa	la	esperanza	de	vida	media	de	los	pacientes	con	GBM.	
La	 identificación	 de	 los	 factores	 de	 crecimiento	 y	 mecanismos	 moleculares	 que	




























inhibición	 de	 la	 señalización	 dependiente	 de	 MDK	 tiene	 unos	 efectos	 funcionales	 muy	


















posterior	 degradación	 del	 inmunoreceptor	 NKG2D	 (Zhao	 S	 et	 al.,	 2012),	 favoreciendo	 el	
escape	 a	 la	 respuesta	 inmunológica	 antitumoral.	 Del	 mismo	 modo,	 distintas	 células	 del	
estroma	como	 los	 fibroblastos	asociados	al	 tumor	pueden	secretar	elevadas	cantidades	de	
MDK,	estimulando	la	expresión	de	genes	pertenecientes	a	la	familia	ABC	como	ABCC1-2	(ATP-
binding cassette subfamily C member 1-2)	 que	 contribuyen	 a	 la	 resistencia	 a	 agentes	
quimioterapéuticos	 como	 el	 cisplatino	 en	 carcinoma	 oral	 escamoso	 así	 como	 en	 células	
tumorales	de	ovario	y	pulmón	(Zhang	et	al.,	2017).	Asimismo,	en	el	contexto	de	 la	posible	
inter‐relación	 entre	 inflamación	 y	 cáncer,	 altos	 niveles	 de	 expresión	 de	 MDK	 se	 han	














crecimiento	y	progresión	tumoral	como	FGF,	IGF‐1/2	(insulin-like growth factor 1),	IGFBP2	




progenitores	 neurales	 en	 cooperación	 con	 otras	 alteraciones	 moleculares	 como	 la	 sobre‐
expresión	de	PDGFB,	cuya	señalización	aberrante	es	un	evento	temprano	en	el	desarrollo	del	





con	 la	 PTN,	 otro	 factor	 neurotrófico	 perteneciente	 a	 la	 misma	 familia	 que	 la	 MDK	 y	 que	
también	posee	un	papel	pro‐oncogénico	en	distintos	tipos	de	tumores	como	el	GBM,	al	menos	











promoviendo	 una	 mayor	 vascularización.	 Nuevos	 experimentos	 con	 este	 modelo	
encaminados	a	generar	tumores	de	alto	grado	deben	realizarse	para	confirmar	este	hecho.	En	
este	 sentido,	 y	 en	 línea	 con	 publicaciones	 recientes	 (Ozawa	 et	 al.	 2014),	 nuestros	
experimentos	 preliminares	 muestran	 que	 la	 sobre‐expresión	 simultánea	 de	 PDGFB	 y	 un	






Se	 ha	 descrito	 que	 múltiples	 receptores	 pueden	 mediar	 las	 distintas	 funciones	
biológicas	 ejercidas	 por	 la	 MDK.	 En	 especial,	 la	 activación	 de	 LRP1,	 PTPRZ	 y	 ALK	 se	 ha	
asociado	a	los	efectos	pro‐tumorales	exhibidos	por	este	factor	de	crecimiento	(Ueoka	et	al.,	








GICs	 (Dirks	 et	 al.,	 2002;	 Koyama‐Nasu	 et	 al.,	 2014).	 Además,	 observamos	 que	 los	 efectos	
ejercidos	por	la	inhibición	de	ALK	mimetizan	en	gran	parte	aquellos	exhibidos	por	el	bloqueo	
de	la	acción	de	la	MDK.	Este	hecho,	junto	a	los	experimentos	en	los	que	se	muestran	cambios	







De	 esta	 manera,	 nuestros	 resultados	 ponen	 de	 relieve	 la	 importancia	 que	 el	 eje	
MDK/ALK	posee	sobre	el	mantenimiento	y	la	expansión	de	GICs	tanto	in vitro	como	in vivo.	
Estos	resultados	se	encuentran	en	línea	con	publicaciones	realizadas	recientemente	en	las	que	
la	 PTN,	 que	 también	 es	 un	 ligando	 de	 ALK,	 estimula	 la	 auto‐renovación	 y	 la	 capacidad	
tumorigénica	de	GICs	(Koyama‐Nasu	et	al.,	2014)	a	través	de	la	estimulación	de	este	receptor.	
Hay	 que	 destacar	 que	 todos	 los	 cultivos	 de	GICs	 utilizados	 en	 el	 citado	 trabajo	 presentan	
características	moleculares	que	permiten	clasificarlos	dentro	del	subtipo	proneural	de	GBM.	
Por	otro	lado,	el	estudio	detallado	de	las	bases	de	datos	públicas	que	se	incluyen	en	esta	tesis	
revela	 que,	 si	 estratificamos	 a	 los	 pacientes	 con	 GBM	 en	 función	 a	 los	 distintos	 subtipos	
descritos	para	este	tipo	de	tumores,	tan	solo	existe	una	correlación	positiva	entre	altos	niveles	
de	MDK	y	menor	 supervivencia	en	aquellos	pacientes	pertenecientes	 al	 subtipo	proneural	
(Figura D1).	Estos	datos	sugieren	que	 factores	de	crecimiento	asociados	a	heparina	como	
MDK	 y	 PTN	 (y	 potencialmente	 su	 receptor	ALK)	 podrían	 ser	 especialmente	 relevantes	 en	
algunos	subtipos	de	GBM	como	el	proneural,	promoviendo	la	expansión	de	la	población	de	





de	 mutaciones	 o	 por	 la	 generación	 de	 proteínas	 de	 fusión	 que	 ocasionan	 la	 activación	
constitutiva	 del	 receptor	 (Hallberg	&	 Palmer,	 2013).	 En	 línea	 con	 esta	 idea,	 el	 análisis	 de	













en	 células	 GH2	 en	 comparación	 con	 líneas	 celulares	 de	 glioma	 (datos	 no	mostrados);	 (ii)	
estudiar	las	consecuencias	funcionales	de	la	unión	de	MDK	a	glicosaminoglicanos	en	cultivos	





Figura D1. Altos niveles de expresión de MDK 
(mRNA) se correlacionan con peor pronóstico 





Genome	Atlas	 (TCGA)”	 agrupados	 de	 acuerdo	 a	
los	 distintos	 subtipos	moleculares	 de	 GBM:	 (A) 
























Cufí	et	al.,	2011)	o	DRAM1 y	p62	 (Galavotti	et	al.,	2013),	es	esencial	para	 la	supervivencia,	
migración	e	invasión	de	células	iniciadoras	de	tumores	aisladas	en	cáncer	de	mama	y	GBM	
respectivamente.	 Por	 el	 contrario,	 y	 en	 concordancia	 con	 nuestras	 observaciones,	 la	




(Tao	et	al.,	2018;	Zhuang	et	al.,	2011).	La	estimulación	de	 la	autofagia	 también	 favorece	 la	
diferenciación	y	la	pérdida	de	las	propiedades	stem-like	y	tumorigénicas	de	células	iniciadoras	












puede	ejercer	 funciones	 tan	opuestas	en	estas	células	 iniciadoras	de	 tumores,	al	 igual	que	
ocurre	en	el	contexto	global	del	cáncer	(Singh	et	al.,	2018).	Es	muy	probable	que	dependiendo	
del	tipo	celular,	del	estímulo	inductor	de	autofagia	(así	como	de	la	intensidad	y	duración	del	
mismo	en	un	 contexto	determinado),	 o	de	 la	 etapa	 en	 la	 que	 se	 encuentre	un	 tumor,	 esta	
autofagia	 pueda	 desencadenar	 una	 u	 otra	 respuesta	 en	 la	 célula.	 Así,	 por	 ejemplo,	 se	 ha	




Figura D2. Representación esquemática de los mecanismos de regulación ejercidos por la señalización 
dependiente del eje MDK/ALK en GICs	
El	factor	de	crecimiento	MDK	estimula	la	activación	del	receptor	ALK,	lo	que	conduce	a	la	activación	de	las	vías	de	




quinasa	 de	ALK)	 induce	 una	 estimulación	 de	 la	 autofagia	 que	 promueve	 la	 degradación	 de	 SOX9.	 Este	 evento	
molecular	 induce	una	disminución	posterior	y	progresiva	 en	 los	niveles	de	 expresión	de	otros	marcadores	de	






éste)	 active	 una	 autofagia	 capaz	 de	 degradar	 proteínas	 relevantes	 o	 esenciales	 para	 el	
mantenimiento	 de	 una	 determinada	 función	 en	 la	 célula,	 en	 este	 caso,	 la	 capacidad	 de	
proliferación	 y	 auto‐renovación	 de	 células	 iniciadoras	 de	 tumores.	 Se	 ha	 descrito	 que	 la	
degradación	dependiente	de	autofagia	de	proteínas	inhibidoras	de	la	diferenciación	ID1‐ID2	
induce	 la	 diferenciación	 e	 inhibe	 la	 auto‐renovación	 de	 células	 iniciadoras	 de	 tumores	 de	
neuroblastoma	 (Li	 et	 al.,	 2017).	 Asimismo,	 la	 degradación	 autofágica	 de	 otras	 proteínas	
implicadas	en	el	mantenimiento	de	las	propiedades	stem-like	como	NOTCH1	(Ahn	et	al.,	2016;	
Wu	et	al.,	2016;	Tao	et	al.,	2018),	 la	aldehído	deshidrogenasa	(ALDH1A3)(Wu	et	al.,	2018),	
proteínas	 de	 fusión	 como	 PML‐RARA	 (promyelocytic leukemia/retinoic acid receptor 
alpha)(Isakson	et	al.,	2010)	así	como	factores	de	transcripción	como	HIF‐2	(Liu	et	al.,	2015)	
y	 β‐CATENINA	 (Petherick	 et	 al.,	 2013)	 reduce	 la	 capacidad	 de	 auto‐renovación	 de	 células	
iniciadoras	 de	 tumores	 aisladas	 en	 distintos	 tipos	 de	 neoplasias.	 De	 acuerdo	 a	 nuestros	
resultados,	un	evento	similar	podría	estar	ocurriendo	con	SOX9,	en	nuestro	modelo,	tras	la	
inhibición	del	eje	MDK/ALK.		
Trabajos	 publicados	 con	 anterioridad	 han	 demostrado	 que	 distintos	 mecanismos	
post‐traduccionales	regulan	los	niveles	y	la	actividad	de	SOX9	en	células	tumorales,	y	con	ello	
sus	propiedades	proliferativas	 y	 oncogénicas.	 Por	 ejemplo,	 se	ha	descrito	que	 el	 factor	de	
transcripción	SLUG	estabiliza	SOX9	evitando	su	ubiquitinación	y	subsecuente	degradación	en	
el	proteasoma,	 lo	que	promueve	una	mayor	capacidad	de	auto‐renovación	y	metástasis	en	











puesto	 que	 el	 tratamiento	 con	 rapamicina	 disminuye	 los	 niveles	 de	mRNA	 y	 proteína	 de	
ambos	factores	de	transcripción	en	líneas	celulares	de	glioma,	sensibilizando	estas	células	al	
tratamiento	 con	 TMZ	 (Garros‐Regulez	 et	 al.,	 2016).	 Estos	 datos	 sugieren	 que	 la	 autofagia	
podría	ser	un	mecanismo	de	regulación	de	los	niveles	de	SOXs	en	estas	células.		Aunque	en	
este	 y	 otros	 trabajos	 	 se	 describe	 que	 SOX9	 podría	 encontrarse	 regulado	 a	 nivel	 post‐
transcripcional	 por	 otros	miembros	 de	 la	 familia	 SOX	 como	 SOX2	 (Hoffmann	 et	 al.,	 2014;	





capaz	 de	 disparar	 una	 modificación	 de	 la	 expresión	 de	 distintos	 genes	 implicados	 en	 el	
mantenimiento	del	 fenotipo	stem-like,	 incluido	SOX2.	A	pesar	de	la	clara	relevancia	de	esta	













forma	 relativamente	 específica.	 Este	 proceso	 depende	 fundamentalmente	 de	 2	 proteínas	
implicadas	 en	 el	mecanismo	 autofágico:	 p62,	 capaz	 de	 reclutar	 proteínas	 ubiquitinadas	 al	
autofagosoma	a	través	de	su	dominio	UBD;	o	a	través	de	LC3,	mediante	una	interacción	directa	
con	 secuencias	 LIR.	 A	 diferencia	 de	 los	 ejemplos	 citados	 anteriormente,	 en	 los	 que	 se	 ha	
descrito	que	p62	interacciona	con	proteínas	implicadas	en	el	mantenimiento	del	fenotipo	stem	








de	 condrocitos	 (Akiyama	 et	 al.,	 2004)	 y	 que	 presenta	 un	 patrón	 de	 expresión	 similar	 al	
exhibido	 por	 SOX9	 tras	 la	 inmunopreciptación	 con	 LC3.	 En	 este	 sentido,	 la	 generación	 de	
construcciones	en	las	que	las	secuencias	LIR	de	SOX9	y	β‐CATENINA	se	encuentren	mutadas	
podría	 aportar	 una	 información	 más	 precisa	 acerca	 de	 los	 mecanismos	 moleculares	 que	
determinan	la	degradación	de	SOX9	por	autofagia.	










Desarrollo de terapias preclínicas frente al GBM basadas en la combinación de 
inhibidores del eje MDK/ALK, cannabinoides y TMZ 
Desde	el	punto	de	vista	preclínico/terapéutico,	 esta	 tesis	aporta	 resultados	 sólidos	
que	apuntan	que	el	eje	MDK/ALK	podría	constituir	una	diana	terapéutica	de	interés	para	el	



























la	 TMZ).	 Este	 hecho	 sugiere	 que	 otros	mecanismos	 como	 la	 activación	 del	 eje	 MDK/ALK	
podrían	estar	implicados	en	la	resistencia	a	la	acción	antitumoral	de	la	TMZ.	En	este	sentido,	
nuestros	experimentos	ponen	de	relieve	que	el	tratamiento	con	crizotinib	[un	inhibidor	de	





antitumoral	 promovida	 por	 la	 TMZ.	 Estos	 datos	 se	 encuentran	 en	 consonancia	 con	










actividad	 antitumoral	 ejercida	 por	 la	 combinación	 de	 crizotinib,	 TMZ	 y	 radioterapia	 en	
pacientes	 con	GBM	recién	diagnosticado	 (NCT02270034).	 Se	han	 reclutado	un	 total	de	38	
pacientes,	 y	 atendiendo	 a	 la	 toxicidad	 limitante	 de	 dosis,	 el	 perfil	 de	 seguridad	 y	 la	 dosis	
máxima	tolerada,	se	ha	establecido	que	la	dosis	recomendada	de	crizotinib	para	la	fase	II	del	
ensayo,	que	se	encuentra	en	estos	momentos	en	desarrollo,	sea	de	250	mg/día.	El	análisis	de	
los	resultados	procedentes	de	este	ensayo	clínico	(que	 incluye	 la	valoración	de	 los	niveles	
circulantes	de	MDK	en	el	suero	de	los	pacientes),	podría	sentar	las	bases	para	futuros	ensayos	
clínicos	 más	 amplios,	 así	 como	 para	 la	 identificación	 de	 pacientes	 con	 GBM	 que	
potencialmente	pudieran	beneficiarse	en	mayor	medida	de	una	terapia	basada	en	inhibidores	
de	ALK.	
A	 pesar	 de	 la	 potente	 acción	 ejercida	 por	 el	 crizotinib	 en	 tumores	 subcutáneos	










de	 forma	 frecuente	aparecen	en	pacientes	 con	NSCLC	 (Zhang	 I	 et	 al.,	 2015).	Aunque	otras	
razones	 pueden	 estar	 detrás	 de	 esta	 limitada	 acción,	 como	 la	 presencia	 de	 mutaciones	
secundarias	en	el	receptor	(Doebele	et	al.,	2012),	Costa	y	colaboradores	demostraron	que	las	










Figura D3. La administración combinada de crizotinib (CZT) y cannabinoides es incapaz de reducir el 




















como	el	 crizotinib	 (Solomon	et	al.,	 2018).	Estos	datos,	unidos	a	nuestros	 resultados	de	un	
experimento	piloto	 en	 los	 que	 la	 administración	 conjunta	 de	 lorlatinib	 y	 TMZ	muestra	 un	

















Figura D4. Representación esquemática de los mecanismos de señalización intracelular promovidos por 
el tratamiento de GICs con inhibidores del eje MDK/ALK en combinación con cannabinoides y TMZ	
La	administración	combinada	de	anticuerpos	neutralizantes	de	MDK	o	inhibidores	de	la	actividad	tirosina‐quinasa	
de	ALK	con	cannabinoids	 induce	 la	muerte	 celular	de	 las	GICs.	Este	hecho	es	en	gran	parte	dependiente	de	 la	
estimulación	sinérgica	y	prolongada	de	una	respuesta	autofágica	que	conduce	a	la	apoptosis	de	estas	células.	Del	












inhibidores	 del	 eje	 MDK/ALK	 o	 en	 combinación	 con	 TMZ)	 pueden	 ser	 unos	 excelentes	
candidatos	para	el	tratamiento	del	GBM	al	actuar	de	forma	efectiva	frente	a	la	población	de	
GICs,	altamente	resistente	a	su	acción	tanto	in vitro	como	in vivo.		
a) Potencial terapéutico de la combinación de inhibidores del eje MDK/ALK y 
cannabinoides: anticuerpos neutralizantes de MDK 
Como	ya	se	ha	descrito	con	anterioridad,	altos	niveles	de	MDK	promueven	resistencia	
a	la	acción	antitumoral	del	THC	a	través	de	la	estimulación	de	ALK,	impidiendo	la	activación	





los	 dos	 tipos	 de	 compuestos	 es	 capaz	 de	 estimular	 una	 autofagia	 pro‐apoptótica	 en	 estas	
células.	El	hecho	de	que	 la	neutralización	de	MDK	 incremente	 los	niveles	de	expresión	de	
genes	de	estrés	de	RE	como	p8	y	TRIB3	[y	lo	que	es	más	relevante,	potencie	su	inducción	tras	
tratamiento	con	cannabinoides	en	GICs	(datos	no	publicados)]	sugiere	que	el	eje	MDK/ALK	
estaría	 promoviendo	 una	 señalización	 pro‐supervivencia	 capaz	 de	 frenar	 la	 autofagia	
citotóxica	de	los	cannabinoides	similar	a	la	ya	descrita	en	células	diferenciadas.	
Otra	posible	explicación	al	efecto	combinado	observado	por	ambos	compuestos	es	que	
la	 pérdida	 de	 fenotipo	 stem-like	 inducida	 por	 los	 inhibidores	 del	 eje	 MDK/ALK	 pueda	
sensibilizar	 estas	 células	 a	 la	 apoptosis	 promovida	 por	 los	 cannabinoides.	 Una	 de	 las	
estrategias	terapéuticas	más	utilizadas	para	actuar	sobre	la	población	de	células	iniciadoras	
de	 tumores	 se	 basa	 precisamente	 en	 la	 administración	 de	 fármacos	 que	 estimulen	 su	
diferenciación,	 incrementando	 así	 su	 susceptibilidad	 al	 tratamiento	 con	 otros	 agentes	
citotóxicos	 (Zhuang	 et	 al.,	 2011;	 Nabissi	 et	 al.,	 2015;	 Spinello	 et	 al.,	 2018).	 Aunque	 el	
tratamiento	con	inhibidores	del	eje	MDK/ALK	induzca	una	pérdida	del	fenotipo	stem-like	en	
nuestras	poblaciones	de	GICs,	no	encontramos	un	incremento	consistente	en	la	expresión	de	
marcadores	de	diferenciación	terminal	como	GFAP	(glial fibrilar acid protein)	o	β‐III	tubulina	








eliminación	 o	 apoptosis	 tanto	 de	 la	 población	 con	 un	 fenotipo	 stem‐like	 como	 de	 la	 más	




experimentos	 serían	 necesarios	 para	 poder	 identificar	 si	 los	 mecanismos	 celulares	
observados	(autofagia,	diferenciación	y	apoptosis)	ocurren	de	forma	simultánea	o	secuencial	
en	las	distintas	subpoblaciones	celulares	presentes	en	nuestros	cultivos.	
Aunque	 una	 parte	 considerable	 de	 nuestro	 trabajo	 preclínico	 se	 ha	 centrado	 en	 la	
utilización	de	inhibidores	de	la	actividad	tirosina‐quinasa	de	ALK	debido	a	las	ventajas	que	
presentan	 frente	 a	 la	 utilización	 de	 otras	 estrategias,	 la	 inhibición	 farmacológica	 de	MDK,	
mediante	el	uso	de	anticuerpos	neutralizantes,	también	podría	ser	explotada	desde	el	punto	
de	 vista	 terapéutico.	 Nuestros	 resultados	 revelan	 que	 la	 combinación	 de	 anticuerpos	
monoclonales	murinos	neutralizantes	de	la	MDK	humana	y	cannabinoides	posee	un	potente	





estos	 anticuerpos,	 utilizando	 las	 mismas	 pautas	 de	 administración	 que	 en	 nuestros	
experimentos	 in vivo,	 promueven	 la	 regeneración	 ósea	 de	 ratones	 C57BL/6J,	 reduciendo	
significativamente	sus	niveles	circulantes	de	MDK	(Haffner‐Luntzer	et	al.,	2016).	De	acuerdo	
a	 los	 resultados	 presentados	 en	 esta	 Tesis,	 especial	 relevancia	 parecen	 poseer	 aquellos	
anticuerpos	dirigidos	frente	a	epítopos	localizados	en	la	región	N	terminal	de	la	molécula	de	
MDK,	implicada	en	la	dimerización	necesaria	para	su	actividad	biológica.	La	gran	mayoría	de	




patente	 US9624294B2)	 también	 indican	 que	 anticuerpos	 dirigidos	 frente	 a	 la	 región	 N	
terminal	 de	MDK	 inhiben	 la	migración	 de	 células	 de	 osteosarcoma	 de	 rata	 de	 una	 forma	












Por	 tanto,	 es	 necesario	 desarrollar	 experimentos	 adicionales	 encaminados	 a	 evaluar	 la	
capacidad	 de	 los	 anticuerpos	 anti‐MDK	 (preferentemente	 humanizados,	 para	 disminuir	 la	
posible	aparición	de	respuestas	inmunogénicas	adversas)	para	atravesar	la	BHE	y	ejercer	su	
acción	antitumoral	en	modelos	ortotópicos	de	glioma.		
Una	 aproximación	 alternativa	 que	 potencialmente	 permitiría	 actuar	 de	 manera	
específica	sobre	la	MDK	podría	basarse	en	el	uso	de	aptámeros	(ácidos	nucleicos	de	cadena	









b) Potencial terapéutico de la combinación de cannabinoides y TMZ 
Los	datos	preclínicos	obtenidos	en	los	últimos	años	en	los	que	se	encontró	la	existencia	










contienen	 una	 proporción	 de	 THC	 y	 CBD	 distinta	 a	 la	 contenida	 en	 el	 fármaco	 Sativex.	
Nuestros	datos	ponen	el	acento	sobre	las	preparaciones	que	contienen	una	mayor	cantidad	
de	CBD	que	de	THC	 (y	 que	 guardan	 similitud	 con	 la	 composición	de	 algunos	 extractos	de	
Cannabis sativa	que	se	utilizan	con	fines	terapéuticos).	Los	resultados	que	se	presentan	en	
este	trabajo	muestran	que	estos	extractos	ejercen	un	efecto	inhibitorio	muy	potente	sobre	la	












más	 eficiente	 sobre	 la	 población	 de	 GICs	 (manteniendo	 el	 mismo	 efecto	 sobre	 células	
diferenciadas)	que	la	combinación	1:1,	base	del	fármaco	Sativex	(Figura D5).	Aunque	en	esta	
Tesis	no	hemos	analizado	en	profundidad	 los	mecanismos	moleculares	subyacentes	a	esta	
acción,	 estos	 resultados	 sugieren	 que	 la	 población	 iniciadora	 de	 tumores	 parece	
especialmente	sensible	al	tratamiento	con	CBD.	En	este	sentido,	se	ha	descrito	que	la	acción	
antitumoral	 ejercida	 por	 el	 CBD	 sobre	 distintos	 tipos	 de	 tumores	 es	 dependiente	 de	 su	
capacidad	para	generar	especies	reactivas	de	oxígeno	(McAllister	et	al.,	2011;	Singer	et	al.,	
2015),	que	podrían	ser	más	tóxicas	o	dañinas	para	las	células	iniciadoras	de	cáncer	que	para	




Figura D5. Representación esquemática del efecto producido por preparaciones cannabinoides que 









inhibidor	de	 la	diferenciación	 ID1	(Soroceanu	et	al.,	2013;	Singer	et	 al.,	2015).	Por	último,	



















psicoactivo)	 frente	 a	 la	 utilización	 de	 la	 proporción	 1:1	 de	 ambos	 compuestos	 en	 el	
tratamiento	del	GBM.	A	pesar	de	ello,	más	experimentos	preclínicos	dirigidos	a	conocer	en	











1.	El	eje	MDK/ALK	estimula	 la	auto‐renovación	y	 la	 capacidad	 tumorigénica	de	 las	 células	
iniciadoras	de	tumores	derivadas	de	glioma	(GICs).	
2.	 El	 papel	 ejercido	 por	 el	 eje	 MDK/ALK	 sobre	 las	 propiedades	 stem-like	 de	 las	 GICs	 es	
dependiente,	al	menos	en	parte,	del	control	de	la	estabilidad	del	factor	de	transcripción	SOX9.	
3.	La	inhibición	del	eje	MDK/ALK	induce	una	respuesta	autofágica	temprana	responsable	de	
la	 degradación	 selectiva	 del	 factor	 de	 transcripción	 SOX9,	 lo	 que	 promueve	 una	
reprogramación	 de	 las	 células	 iniciadoras	 de	 tumores	 que	 conlleva	 una	 pérdida	 de	 sus	
propiedades	stem-like.	
4.	Las	preparaciones	cannabinoides	que	contienen	una	mayor	proporción	de	CBD	que	de	THC	
actúan	 más	 eficientemente	 sobre	 la	 población	 de	 GICs,	 tanto	 individualmente	 como	 en	
combinación	con	TMZ,	que	las	que	poseen	THC	y	CBD	en	una	proporción	1:1	in vitro	e	in vivo.		
5.	La	combinación	de	 inhibidores	del	eje	MDK/ALK	y	otros	agentes	antitumorales	como	 la	


















Abbott,	N.	 J.,	Rönnbäck,	L.,	&	Hansson,	E.	 (2006).	Astrocyte–endothelial	 interactions	at	 the	
blood–brain	barrier.	Nature Reviews Neuroscience,	7(1),	41–53.		
Acanda	de	la	Rocha,	A.	M.,	Sampron,	N.,	Alonso,	M.	M.,	&	Matheu,	A.	(2014).	Role	of	SOX	family	
of	transcription	factors	in	central	nervous	system	tumors.	Am J Cancer Res,	4(4),	312–
324.		
Aghajan,	Y.,	 Levy,	M.	L.,	Malicki,	D.	M.,	&	Crawford,	 J.	R.	 (2016).	Novel	PPP1CB‐ALK	 fusion	
protein	in	a	high‐grade	glioma	of	infancy.	BMJ Case Reports,	2016,	10–11.		
Aguado,	T.,	Carracedo,	A.,	Julien,	B.,	Velasco,	G.,	Milman,	G.,	Mechoulam,	R.,	…	Galve‐Roperh,	I.	
(2007).	 Cannabinoids	 induce	 glioma	 stem‐like	 cell	 differentiation	 and	 inhibit	
gliomagenesis.	Journal of Biological Chemistry,	282(9),	6854–6862.		
Ahn,	J.‐S.,	Ann,	E.‐J.,	Kim,	M.‐Y.,	Yoon,	J.‐H.,	Lee,	H.‐J.,	Jo,	E.‐H.,	…	Park,	H.‐S.	(2016).	Autophagy	
negatively	 regulates	 tumor	 cell	 proliferation	 through	 phosphorylation	 dependent	
degradation	of	the	Notch1	intracellular	domain.	Oncotarget,	7(48),	79047–79063.		
Ahronian,	L.	G.,	&	Lewis,	B.	C.	(2014).	Using	the	RCAS‐TVA	System	to	Model	Human	Cancer	in	
Mice.	Cold Spring Harbor Protocols,	2014(11),	1128‐35.	
Akiyama,	H.,	Lyons,	J.	P.,	Mori‐Akiyama,	Y.,	Yang,	X.,	Zhang,	R.,	Zhang,	Z.,	…	de	Crombrugghe,	B.	






(2009).	 Malignant	 Astrocytomas	 Originate	 from	 Neural	 Stem/Progenitor	 Cells	 in	 a	
Somatic	Tumor	Suppressor	Mouse	Model.	Cancer Cell,	15(1),	45–56.		
Aldape,	K.,	Zadeh,	G.,	Mansouri,	S.,	Reifenberger,	G.,	&	von	Deimling,	A.	(2015).	Glioblastoma:	
pathology,	molecular	mechanisms	 and	markers.	Acta Neuropathologica,	129(6),	 829–
848.		
Alonso,	M.	M.,	Jiang,	H.,	Yokoyama,	T.,	Xu,	J.,	Bekele,	N.	B.,	Lang,	F.	F.,	…	Fueyo,	J.	(2008).	Delta‐
24‐RGD	 in	 combination	 with	 RAD001	 induces	 enhanced	 anti‐glioma	 effect	 via	
autophagic	cell	death.	Molecular Therapy : The Journal of the American Society of Gene 
Therapy,	16(3),	487–493.		
Ardini,	 E.,	 Magnaghi,	 P.,	 Orsini,	 P.,	 Galvani,	 A.,	 &	 Menichincheri,	 M.	 (2010).	 Anaplastic	






Lovat,	 P.	 E.	 (2015).	 Exploiting	 cannabinoid‐induced	 cytotoxic	 autophagy	 to	 drive	




(2002).	 Epidermal	 growth	 factor	 receptor	 and	 Ink4a/Arf:	 convergent	 mechanisms	
governing	 terminal	 differentiation	 and	 transformation	 along	 the	 neural	 stem	 cell	 to	
astrocyte	axis.	Cancer Cell,	1(3),	269–277.	
Balvers,	R.	K.,	Lamfers,	M.	L.	M.,	Kloezeman,	J.	J.,	Kleijn,	A.,	Berghauser	Pont,	L.	M.	E.,	Dirven,	C.	
M.	 F.,	 &	 Leenstra,	 S.	 (2015).	 ABT‐888	 enhances	 cytotoxic	 effects	 of	 temozolomide	











protein‐protein	 interaction,	 modulation	 of	 Wnt	 signalling	 and	 post‐translational	
modification.	The International Journal of Biochemistry & Cell Biology,	42(3),	400–410.		
Binning,	M.	J.,	Niazi,	T.,	Pedone,	C.	A.,	Lal,	B.,	Eberhart,	C.	G.,	Kim,	K.	J.,	…	Fults,	D.	W.	(2008).	




(2017).	Final	results	of	 the	 large‐scale	multinational	 trial	PROFILE	1005:	efficacy	and	


















McLendon,	 R.	 (2013).	 The	 Somatic	 Genomic	 Landscape	 of	 Glioblastoma.	 Cell,	 155(2),	
462–477.	
Brien,	T.	O.,	Cranston,	D.,	Fuggle,	S.,	Bicknell,	R.,	&	Harris,	A.	L.	(1996).	The	angiogenic	factor	
Midkine	 is	 expressed	 in	 bladder	 cancer	 and	 overexpression	 correlates	 with	 a	 Poor	
Outcome	in	Patients	with	Invasive	Cancers.	Cancer Research,	56(11),	2515–2518	
Broadley,	K.	W.	R.,	Hunn,	M.	K.,	Farrand,	K.	J.,	Price,	K.	M.,	Grasso,	C.,	Miller,	R.	J.,	…	McConnell,	
M.	 J.	 (2011).	 Side	 Population	 is	 Not	 Necessary	 or	 Sufficient	 for	 a	 Cancer	 Stem	 Cell	
Phenotype	in	Glioblastoma	Multiforme.	Stem Cells,	29(3),	452–461.		
Caffarel,	 M.	 M.,	 Sarrió,	 D.,	 Palacios,	 J.,	 Guzmán,	 M.,	 &	 Sánchez,	 C.	 (2006).	 Delta9‐
tetrahydrocannabinol	 inhibits	 cell	 cycle	 progression	 in	 human	 breast	 cancer	 cells	
through	Cdc2	regulation.	Cancer Research,	66(13),	6615–6621.		
Cai,	C.,	Wang,	H.,	He,	H.	H.,	Chen,	S.,	He,	L.,	Ma,	F.,	…	Yuan,	X.	(2013).	ERG	induces	androgen	








J.,	 M.	 Mastrogianakis,	 G.,	 …	 Thomson,	 E.	 (2008).	 Comprehensive	 genomic	







(2006).	 Cannabinoids	 induce	 apoptosis	 of	 pancreatic	 tumor	 cells	 via	 endoplasmic	
reticulum	stress‐related	genes.	Cancer Research,	66(13),	6748–6755.		
Carracedo,	A.,	Lorente,	M.,	Egia,	A.,	Blázquez,	C.,	García,	S.,	Giroux,	V.,	…	Velasco,	G.	(2006).	The	
stress‐regulated	 protein	 p8	 mediates	 cannabinoid‐induced	 apoptosis	 of	 tumor	 cells.	
Cancer Cell,	9(4),	301–312.		
Casanova,	M.	 L.,	 Blázquez,	 C.,	Martínez‐Palacio,	 J.,	 Villanueva,	 C.,	 Fernández‐Aceñero,	M.	 J.,	
Huffman,	J.	W.,	…	Guzmán,	M.	(2003).	Inhibition	of	skin	tumor	growth	and	angiogenesis	
in	 vivo	 by	 activation	 of	 cannabinoid	 receptors.	 The Journal of Clinical Investigation,	
111(1),	43–50.		
Castillo,	S.	D.,	&	Sanchez‐Cespedes,	M.	(2012).	The	SOX	family	of	genes	in	cancer	development:	







blood‐brain	barrier	divide.	Expert Opinion on Drug Delivery,	10(7),	907–926.		
Chang,	 C.‐W.,	 Chen,	 Y.‐S.,	 Chou,	 S.‐H.,	 Han,	 C.‐L.,	 Chen,	 Y.‐J.,	 Yang,	 C.‐C.,	 …	 Lo,	 J.‐F.	 (2014).	
Distinct	 subpopulations	 of	 head	 and	 neck	 cancer	 cells	 with	 different	 levels	 of	




stemness‐associated	properties	of	cancer‐initiating	cells.	Cell Death & Disease,	9(2),	194.		



























the	 neurokines	 midkine	 and	 pleiotrophin	 in	 tumorigenesis.	 Cancer Research,	 57(9),	
1814–1819.		
Chow,	 L.	 M.	 L.,	 Endersby,	 R.,	 Zhu,	 X.,	 Rankin,	 S.,	 Qu,	 C.,	 Zhang,	 J.,	 …	 Baker,	 S.	 J.	 (2011).	




mediated	 ceramide	 de	 novo	 synthesis	 in	 colon	 cancer	 cells.	Clinical Cancer Research,	
14(23),	7691–7700.		
Cleary,	A.	 S.,	 Leonard,	T.	L.,	Gestl,	 S.	A.,	&	Gunther,	E.	 J.	 (2014).	Tumour	cell	heterogeneity	


















Dai,	 C.,	 Celestino,	 J.	 C.,	 Okada,	 Y.,	 Louis,	 D.	 N.,	 Fuller,	 G.	 N.,	 &	 Holland,	 E.	 C.	 (2001).	 PDGF	
autocrine	 stimulation	 dedifferentiates	 cultured	 astrocytes	 and	 induces	
oligodendrogliomas	and	oligoastrocytomas	 from	neural	progenitors	and	astrocytes	 in	
vivo.	Genes & Development,	15(15),	1913–1925.		
Dai,	L.C.,	Wang,	X.,	Yao,	X.,	Lu,	Y.‐L.,	Ping,	 J.‐L.,	&	He,	 J.‐F.	 (2007).	Antisense	oligonucleotide	
targeting	midkine	suppresses	 in	vivo	angiogenesis.	World Journal of Gastroenterology,	
13(8),	1208–1213.		
Dai,	L.C.,	Yao,	X.,	Wang,	X.,	Niu,	S.‐Q.,	Zhou,	L.‐F.,	Fu,	F.‐F.,	…	Ping,	J.‐L.	(2009).	In	vitro	and	in	
vivo	 suppression	 of	 hepatocellular	 carcinoma	 growth	 by	 midkine‐antisense	
oligonucleotide‐loaded	nanoparticles.	World Journal of Gastroenterology,	15(16),	1966–
1972.		
Das,	A.,	Cheng,	R.	R.,	Hilbert,	M.	L.	T.,	Dixon‐Moh,	Y.	N.,	Decandio,	M.,	Alex	Vandergrift	W.,	…	
Giglio,	P.	 (2015).	 Synergistic	Effects	of	Crizotinib	 and	Temozolomide	 in	Experimental	
FIG‐ROS1	Fusion‐Positive	Glioblastoma.	Cancer Growth and Metastasis,	8,	51–60.		





























Di	 Marzo,	 V.	 (2018).	 New	 approaches	 and	 challenges	 to	 targeting	 the	 endocannabinoid	
system.	Nature Reviews Drug Discovery.	
Dianat,	N.,	Le	Viet,	B.,	Gobbo,	E.,	Auger,	N.,	Bieche,	 I.,	Bennaceur‐Griscelli,	A.,	&	Griscelli,	F.	
(2015).	Midkine	Lacking	Its	Last	40	Amino	Acids	Acts	on	Endothelial	and	Neuroblastoma	
Tumor	 Cells	 and	 Inhibits	 Tumor	Development.	Molecular Cancer Therapeutics,	14(1),	
213–224.		
Díaz‐Alonso,	J.,	de	Salas‐Quiroga,	A.,	Paraíso‐Luna,	J.,	García‐Rincón,	D.,	Garcez,	P.	P.,	Parsons,	
M.,	 …	 Galve‐Roperh,	 I.	 (2016).	 Loss	 of	 Cannabinoid	 CB	 1	 Receptors	 Induces	 Cortical	
Migration	Malformations	and	Increases	Seizure	Susceptibility.	Cerebral Cortex,	27(11),	
5303–5317.		
Dietrich,	 J.,	 Diamond,	 E.	 L.,	 &	 Kesari,	 S.	 (2010).	 Glioma	 stem	 cell	 signaling:	 therapeutic	
opportunities	and	challenges.	Expert Review of Anticancer Therapy,	10(5),	709–722.		
Dirks,	 W.	 G.,	 Fähnrich,	 S.,	 Lis,	 Y.,	 Becker,	 E.,	 MacLeod,	 R.	 A.	 F.,	 &	 Drexler,	 H.	 G.	 (2002).	
Expression	 and	 functional	 analysis	 of	 the	 anaplastic	 lymphoma	 kinase	 (ALK)	 gene	 in	
tumor	cell	lines.	International Journal of Cancer,	100(1),	49–56.		
Doebele,	 R.	 C.,	 Pilling,	 A.	 B.,	 Aisner,	 D.	 L.,	 Kutateladze,	 T.	 G.,	 Le,	 A.	 T.,	Weickhardt,	 A.	 J.,	 …	
Camidge,	D.	R.	(2012).	Mechanisms	of	Resistance	to	Crizotinib	in	Patients	with	ALK	Gene	
Rearranged	Non–Small	Cell	Lung	Cancer.	Clinical Cancer Research,	18(5),	1472–1482.		
Dolma,	 S.,	 Selvadurai,	 H.	 J.,	 Lan,	 X.,	 Lee,	 L.,	 Kushida,	 M.,	 Voisin,	 V.,	 …	 Dirks,	 P.	 B.	 (2016).	









Suppression	 of	 growth	 and	 tumorigenicity	 in	 the	 prostate	 tumor	 cell	 line	 M12	 by	
overexpression	of	the	transcription	factor	SOX9.	Oncogene,	23(26),	4584–4593.		
Dunlap,	S.	M.,	Celestino,	J.,	Wang,	H.,	Jiang,	R.,	Holland,	E.	C.,	Fuller,	G.	N.,	&	Zhang,	W.	(2007).	
Insulin‐like	 growth	 factor	 binding	 protein	 2	 promotes	 glioma	 development	 and	
progression.	Proceedings of the National Academy of Sciences,	104(28),	11736–11741.		
Eberl,	M.,	Klingler,	S.,	Mangelberger,	D.,	Loipetzberger,	A.,	Damhofer,	H.,	Zoidl,	K.,	…	Aberger,	
F.	 (2012).	 Hedgehog‐EGFR	 cooperation	 response	 genes	 determine	 the	 oncogenic	
phenotype	of	basal	cell	carcinoma	and	tumour‐initiating	pancreatic	cancer	cells.	EMBO 
Molecular Medicine,	4(3),	218–233.		
Elgendy,	 M.,	 Sheridan,	 C.,	 Brumatti,	 G.,	 &	 Martin,	 S.	 J.	 (2011).	 Oncogenic	 Ras‐induced	
expression	of	Noxa	and	Beclin‐1	promotes	autophagic	cell	death	and	limits	clonogenic	
survival.	Molecular Cell,	42(1),	23–35.	




(2003).	 Jeb	 signals	 through	 the	Alk	 receptor	 tyrosine	kinase	 to	drive	 visceral	muscle	
fusion.	Nature,	425(6957),	512–516.	
Erdogan,	 S.,	 Doganlar,	 Z.	 B.,	 Doganlar,	 O.,	 Turkekul,	 K.,	 &	 Serttas,	 R.	 (2017).	 Inhibition	 of	
Midkine	 Suppresses	 Prostate	 Cancer	 CD133	 +	 Stem	 Cell	 Growth	 and	 Migration.	 The 
American Journal of the Medical Sciences,	354(3),	299–309	
Erdogan,	S.,	Turkekul,	K.,	Dibirdik,	I.,	Doganlar,	O.,	Doganlar,	Z.	B.,	Bilir,	A.,	&	Oktem,	G.	(2018).	
Midkine	downregulation	increases	the	efficacy	of	quercetin	on	prostate	cancer	stem	cell	
survival	 and	 migration	 through	 PI3K/AKT	 and	 MAPK/ERK	 pathway.	 Biomedicine & 
Pharmacotherapy,	107,	793–805.	
Fang,	X.,	Huang,	Z.,	Zhou,	W.,	Wu,	Q.,	Sloan,	A.	E.,	Ouyang,	G.,	…	Bao,	S.	(2014).	The	Zinc	Finger	
Transcription	 Factor	 ZFX	 Is	 Required	 for	 Maintaining	 the	 Tumorigenic	 Potential	 of	
Glioblastoma	Stem	Cells.	Sten Cells,	32(8),	2033–2047.		
Finak,	G.,	Bertos,	N.,	Pepin,	F.,	Sadekova,	S.,	 Souleimanova,	M.,	Zhao,	H.,	…	Park,	M.	 (2008).	





















the National Academy of Sciences of the United States of America,	104(1),	270–275.		
Galli,	R.,	Binda,	E.,	Orfanelli,	U.,	Cipelletti,	B.,	Gritti,	A.,	De	Vitis,	S.,	…	Vescovi,	A.	(2004).	Isolation	
and	 characterization	 of	 tumorigenic,	 stem‐like	 neural	 precursors	 from	 human	
glioblastoma.	Cancer Research,	64(19),	7011–7021.	








Progress in Lipid Research,	52(4),	633–650.		
Galve‐Roperh,	I.,	Sánchez,	C.,	Cortés,	M.	L.,	Gómez		del	Pulgar,	T.,	Izquierdo,	M.,	&	Guzmán,	M.	











prognosis	 and	 inhibits	 the	 growth	 of	 glioma	 cells	 by	 inducing	 cell	 cycle	 arrest.	
International Journal of Clinical and Experimental Pathology,	8(9),	10130–10138.	
Gaoni,	 Y.,	 &	Mechoulam,	 R.	 (1964).	 Isolation,	 Structure,	 and	 Partial	 Synthesis	 of	 an	Active	




Garros‐Regulez,	 L.,	 Aldaz,	 P.,	 Arrizabalaga,	 O.,	 Moncho‐Amor,	 V.,	 Carrasco‐Garcia,	 E.,	
Manterola,	 L.,	…	Matheu,	A.	 (2016).	mTOR	 inhibition	decreases	 SOX2‐SOX9	mediated	
glioma	stem	cell	activity	and	 temozolomide	resistance.	Expert Opinion on Therapeutic 
Targets,	20(4),	393–405.		
Garufi,	A.,	Pucci,	D.,	D’Orazi,	V.,	Cirone,	M.,	Bossi,	G.,	Avantaggiati,	M.	L.,	&	D’Orazi,	G.	(2014).	





Gómez	 del	 Pulgar,	 T.,	 Velasco,	 G.,	 Sánchez,	 C.,	 Haro,	 A.,	 &	 Guzmán,	 M.	 (2002).	 De	 novo‐
synthesized	 ceramide	 is	 involved	 in	 cannabinoid‐induced	 apoptosis.	The Biochemical 
Journal,	363(Pt	1),	183–188.		
Gong,	C.,	Bauvy,	C.,	Tonelli,	G.,	Yue,	W.,	Deloménie,	C.,	Nicolas,	V.,	…	Mehrpour,	M.	(2013).	Beclin	
1	 and	 autophagy	 are	 required	 for	 the	 tumorigenicity	 of	 breast	 cancer	 stem‐
like/progenitor	cells.	Oncogene,	32(18),	2261–2272,	2272e.1‐11.		
Gouzi,	J.	Y.,	Moog‐Lutz,	C.,	Vigny,	M.,	&	Brunet‐de	Carvalho,	N.	(2005).	Role	of	the	subcellular	
localization	 of	 ALK	 tyrosine	 kinase	 domain	 in	 neuronal	 differentiation	 of	 PC12	 cells.	
Journal of Cell Science,	118(24),	5811–5823.		
Gramage,	 E.,	 Li,	 J.,	 &	 Hitchcock,	 P.	 (2014).	 The	 expression	 and	 function	 of	midkine	 in	 the	










Anandamide	 inhibits	adhesion	and	migration	of	breast	 cancer	cells.	Experimental Cell 
Research,	312(4),	363–373.	
Grzelinski,	 M.,	 Steinberg,	 F.,	 Martens,	 T.,	 Czubayko,	 F.,	 Lamszus,	 K.,	 &	 Aigner,	 A.	 (2009).	
Enhanced	Antitumorigenic	Effects	in	Glioblastoma	on	Double	Targeting	of	Pleiotrophin	
and	Its	Receptor	ALK.	Neoplasia,	11(2),	145–156.		







drives	 epithelial‐mesenchymal	 transition	 and	 chemoresistance	 in	 pancreatic	 cancer.	
Cancer Research,	71(14),	5009–5019.		
Guo,	W.,	Keckesova,	Z.,	Donaher,	J.	L.,	Shibue,	T.,	Tischler,	V.,	Reinhardt,	F.,	…	Weinberg,	R.	A.	
(2012).	 Slug	 and	 Sox9	 cooperatively	 determine	 the	 mammary	 stem	 cell	 state.	 Cell,	
148(5),	1015–1028.		
Gustafsson,	S.	B.,	Lindgren,	T.,	Jonsson,	M.,	&	Jacobsson,	S.	O.	P.	(2009).	Cannabinoid	receptor‐
independent	 cytotoxic	 effects	 of	 cannabinoids	 in	 human	 colorectal	 carcinoma	 cells:	
synergism	with	5‐fluorouracil.	Cancer Chemotherapy and Pharmacology,	63(4),	691–701.		
Guzmán,	M.,	Galve‐Roperh,	 I.,	&	Sánchez,	C.	 (2001).	Ceramide:	A	new	second	messenger	of	
cannabinoid	action.	Trends in Pharmacological Sciences,	22(1),	19–22.		
Guzmán,	M.,	Duarte,	M.	 J.,	Blázquez,	C.,	Ravina,	 J.,	Rosa,	M.	C.,	Galve‐Roperh,	 I.,	…	González‐
Feria,	 L.	 (2006).	 A	 pilot	 clinical	 study	 of	 Δ9‐tetrahydrocannabinol	 in	 patients	 with	
recurrent	glioblastoma	multiforme.	British Journal of Cancer,	95(2),	197–203.		
Haffner‐Luntzer,	M.,	Heilmann,	A.,	Rapp,	A.	E.,	Roessler,	R.,	Schinke,	T.,	Amling,	M.,	…	Liedert,	
A.	(2016).	Antagonizing	midkine	accelerates	fracture	healing	in	mice	by	enhanced	bone	
formation	in	the	fracture	callus.	British Journal of Pharmacology,	173(14),	2237–2249.		
Hallberg,	B.,	&	Palmer,	R.	H.	(2013).	Mechanistic	insight	into	ALK	receptor	tyrosine	kinase	in	
human	cancer	biology.	Nature Reviews Cancer,	13(10),	685–700.		
Hamerlik,	 P.,	 Lathia,	 J.	 D.,	 Rasmussen,	 R.,	Wu,	Q.,	 Bartkova,	 J.,	 Lee,	M.,	…	Bartek,	 J.	 (2012).	
Autocrine	 VEGF–VEGFR2–Neuropilin‐1	 signaling	 promotes	 glioma	 stem‐like	 cell	






Journal of Biological Chemistry,	282(52),	37298–37302.		
Hanahan,	D.,	&	Weinberg,	R.	A.	(2000).	The	hallmarks	of	cancer.	Cell,	100(1),	57–70.		







Transcriptional	 control	of	O	 6	 ‐methylguanine	DNA	methyltransferase	expression	and	
temozolomide	resistance	in	glioblastoma.	Journal of Neurochemistry,	144(6),	780–790.		
Harford‐Wright,	E.,	Andre‐Gregoire,	G.,	Jacobs,	K.	A.,	Treps,	L.,	Le	Gonidec,	S.,	Leclair,	H.	M.,	…	
Gavard,	 J.	 (2017).	 Pharmacological	 targeting	 of	 apelin	 impairs	 glioblastoma	 growth.	
Brain,	140(11),	2939–2954.		
Hart,	S.,	Fischer,	O.	M.,	&	Ullrich,	A.	(2004).	Cannabinoids	induce	cancer	cell	proliferation	via	





than	 IDH1‐mutated	 glioblastomas,	 and	 IDH1	 mutation	 status	 accounts	 for	 the	
unfavorable	prognostic	 effect	of	higher	 age:	 implications	 for	 classification	of	 gliomas.	
Acta Neuropathologica,	120(6),	707–18.	
Haustein,	M.,	Ramer,	R.,	Linnebacher,	M.,	Manda	&	K.,	Hinz,	B.	(2014).	Cannabinoids	increase	
lung	cancer	cell	 lysis	by	 lymphokine‐activated	killer	cells	via	upregulation	of	 ICAM‐1.	
Biochemical Pharmacology, 92(2):	312‐325.	




(2005).	MGMT	 Gene	 Silencing	 and	 Benefit	 from	Temozolomide	 in	 Glioblastoma.	New 








Herradón,	 G.,	 &	 Pérez‐García,	 C.	 (2014).	 Targeting	 midkine	 and	 pleiotrophin	 signalling	
pathways	 in	 addiction	 and	 neurodegenerative	 disorders:	 recent	 progress	 and	
perspectives.	British Journal of Pharmacology,	171(4),	837–848.		
Hiraoka,	 K.,	 Hayashi,	 T.,	 Kaneko,	 R.,	 Nasu‐Nishimura,	 Y.,	 Koyama‐Nasu,	 R.,	 Kawasaki,	 Y.,	 &	
Akiyama,	T.	(2015).	SOX9‐mediated	upregulation	of	LGR5	is	important	for	glioblastoma	





epidermal	 growth	 factor	 receptor	 cooperates	 with	 disruption	 of	 G1	 cell‐cycle	 arrest	
pathways	 to	 induce	 glioma‐like	 lesions	 in	mice.	Genes & Development,	12(23),	 3675–
3685.		
Holland,	E.	C.,	&	Varmus,	H.	E.	(1998).	Basic	fibroblast	growth	factor	induces	cell	migration	
and	proliferation	 after	 glia‐specific	 gene	 transfer	 in	mice.	Proceedings of the National 












International Journal of Hematology,	92(1),	105–110.		
Hu,	Y.,	&	Smyth,	G.	K.	(2009).	ELDA:	Extreme	limiting	dilution	analysis	for	comparing	depleted	







induces	 epithelial‐mesenchymal	 transition	 through	 Notch2/Jak2‐Stat3	 signaling	 in	
human	keratinocytes.	Cell Cycle,	7(11),	1613–1622.		
Huang,	H.,	Li,	J.,	Lu,	Y.,	Min,	L.,	Li,	D.,	&	Dai,	L.	(2015).	Role	of	midkine‐progranulin	interaction	






















M.	 P.	 (2014).	 Discovery	 of	 (10	 R	 )‐7‐Amino‐12‐fluoro‐2,10,16‐trimethyl‐15‐oxo‐
10,15,16,17‐tetrahydro‐	 2H	 ‐8,4‐(metheno)pyrazolo[4,3‐	 h	 ][2,5,11]‐
benzoxadiazacyclotetradecine‐3‐carbonitrile	(PF‐06463922),	a	Macrocyclic	Inhibitor	of	
Anaplastic	Lymphoma	Kinase	(ALK)	and	c‐ros	Oncogene	1	(ROS1)	with	Preclinical	Brain	
Exposure	 and	 Broad‐Spectrum	 Potency	 against	 ALK‐Resistant	 Mutations.	 Journal of 
Medicinal Chemistry,	57(11),	4720–4744.		
Jones,	D.	R.	(2014).	Measuring	midkine:	the	utility	of	midkine	as	a	biomarker	in	cancer	and	












Kabeya,	 Y.,	 Mizushima,	 N.,	 Ueno,	 T.,	 Yamamoto,	 A.,	 Kirisako,	 T.,	 Noda,	 T.,	 …	 Yoshimori,	 T.	
(2000).	LC3,	 a	mammalian	homologue	of	 yeast	Apg8p,	 is	 localized	 in	autophagosome	
membranes	after	processing.	The EMBO Journal,	19(21),	5720–5728.		
Kadomatsu,	K.,	Tomomura,	M.,	&	Muramatsu,	T.	(1988).	cDNA	cloning	and	sequencing	of	a	
new	gene	 intensely	 expressed	 in	 early	differentiation	 stages	of	 embryonal	 carcinoma	









Kamachi,	 Y.,	 &	 Kondoh,	 H.	 (2013).	 Sox	 proteins:	 regulators	 of	 cell	 fate	 specification	 and	
differentiation.	Development,	140(20),	4129–4144.		
Kaname,	T.,	Kadomatsu,	K.,	Aridome,	K.,	Yamashita,	S.,	Sakamoto,	K.,	Ogawa,	M.,	…	Yamamura,	
K.	 (1996).	 The	 Expression	 of	 Truncated	MK	 in	Human	 Tumors.	Biochem Biophys Res 
Commun	219(1),	256–260.	












and	 NFIA	 coordinate	 a	 transcriptional	 regulatory	 cascade	 during	 the	 initiation	 of	
gliogenesis.	Neuron,	74(1),	79–94.		







Tiniakos,	 D.	 (2017).	 Anaplastic	 lymphoma	 kinase	 expression	 and	 gene	 alterations	 in	
glioblastoma:	 correlations	 with	 clinical	 outcome.	 Journal of Clinical Pathology,	 70(7),	
593–599.		
Katayama,	 M.,	 Kawaguchi,	 T.,	 Berger,	 M.	 S.,	 &	 Pieper,	 R.	 O.	 (2007).	 DNA	 damaging	 agent‐
induced	 autophagy	 produces	 a	 cytoprotective	 adenosine	 triphosphate	 surge	 in	




Katayama,	 R.,	 Shaw,	 A.	 T.,	 Khan,	 T.	 M.,	 Mino‐Kenudson,	 M.,	 Solomon,	 B.	 J.,	 Halmos,	 B.,	 …	
Engelman,	 J.	 A.	 (2012).	 Mechanisms	 of	 Acquired	 Crizotinib	 Resistance	 in	 ALK‐
Rearranged	Lung	Cancers.	Science Translational Medicine,	4(120),	120ra17.		
Kemper,	K.,	Sprick,	M.	R.,	De	Bree,	M.,	Scopelliti,	A.,	Vermeulen,	L.,	Hoek,	M.,	…	Medema,	J.	P.	
(2010).	The	AC133	epitope,	but	not	 the	CD133	protein,	 is	 lost	upon	 cancer	 stem	cell	
differentiation.	Cancer Research,	70(2),	719–729.		
Kim,	Y.	H.,	Ozasa,	H.,	Nagai,	H.,	Sakamori,	Y.,	Yoshida,	H.,	Yagi,	Y.,	…	Mishima,	M.	(2013).	High‐
dose	crizotinib	 for	brain	metastases	 refractory	 to	standard‐dose	crizotinib.	 Journal of 
Thoracic Oncology, 8(9),	e85‐6.		
Kishida,	S.,	Mu,	P.,	Miyakawa,	S.,	Fujiwara,	M.,	Abe,	T.,	Sakamoto,	K.,	…	Kadomatsu,	K.	(2013).	
Midkine	 promotes	 neuroblastoma	 through	 Notch2	 signaling.	 Cancer Research,	 73(4),	
1318–1327.		
Ko,	A.,	 Kanehisa,	 A.,	Martins,	 I.,	 Senovilla,	 L.,	 Chargari,	 C.,	 Dugue,	D.,	…	Deutsch,	 E.	 (2014).	
Autophagy	inhibition	radiosensitizes	in	vitro,	yet	reduces	radioresponses	in	vivo	due	to	







Kondo,	 Y.,	 Kanzawa,	 T.,	 Sawaya,	 R.,	 &	 Kondo,	 S.	 (2005).	 The	 role	 of	 autophagy	 in	 cancer	
development	and	response	to	therapy.	Nature Reviews. Cancer,	5(9),	726–734.		
Koyama‐Nasu,	 R.,	 Haruta,	 R.,	 Nasu‐Nishimura,	 Y.,	 Taniue,	 K.,	 Katou,	 Y.,	 Shirahige,	 K.,	 …	
Akiyama,	 T.	 (2014).	 The	 pleiotrophin‐ALK	 axis	 is	 required	 for	 tumorigenicity	 of	
glioblastoma	stem	cells.	Oncogene,	33(17),	2236–2244.		
Kreisl,	T.	N.,	Kim,	L.,	Moore,	K.,	Duic,	P.,	Royce,	C.,	Stroud,	I.,	…	Fine,	H.	A.	(2009).	Phase	II	trial	
of	 single‐agent	 bevacizumab	 followed	 by	 bevacizumab	 plus	 irinotecan	 at	 tumor	













Punctate	 LC3B	 expression	 is	 a	 common	 feature	 of	 solid	 tumors	 and	 associated	with	
proliferation,	metastasis,	and	poor	outcome.	Clinical Cancer Research,	18(2),	370–379.		
Lee,	J.,	Kotliarova,	S.,	Kotliarov,	Y.,	Li,	A.,	Su,	Q.,	Donin,	N.	M.,	…	Fine,	H.	A.	(2006).	Tumor	stem	




injury	 of	mouse	 embryonic	 stem	 cells	 through	 activation	 of	 Akt	 and	HIF‐1α	 via	 low‐
density	 lipoprotein	 receptor‐related	 protein‐1.	 Journal of Cellular Physiology,	 227(4),	
1731–1739.	
Lee,	Y.,	Scheck,	A.	C.,	Cloughesy,	T.	F.,	Lai,	A.,	Dong,	J.,	Farooqi,	H.	K.,	…	Nelson,	S.	F.	(2008).	Gene	











Beclin	 1	 phosphorylation	 regulates	 autophagy	 that	 promotes	 degradation	 of	 Id	 and	
neuroblastoma	cell	differentiation.	Nature Communications,	8(1).		




(1990).	 Cloning	 and	 expression	 of	 a	 developmentally	 regulated	 protein	 that	 induces	
mitogenic	and	neurite	outgrowth	activity.	Science,	250(4988),	1690–1694.		
Liang,	J.,	Shao,	S.	H.,	Xu,	Z.‐X.,	Hennessy,	B.,	Ding,	Z.,	Larrea,	M.,	…	Mills,	G.	B.	(2007).	The	energy	
sensing	 LKB1–AMPK	 pathway	 regulates	 p27kip1	 phosphorylation	 mediating	 the	
decision	to	enter	autophagy	or	apoptosis.	Nature Cell Biology,	9(2),	218–224.		
Lin,	C.‐J.,	Lee,	C.‐C.,	Shih,	Y.‐L.,	Lin,	C.‐H.,	Wang,	S.‐H.,	Chen,	T.‐H.,	&	Shih,	C.‐M.	(2012).	Inhibition	
of	 Mitochondria‐	 and	 Endoplasmic	 Reticulum	 Stress‐Mediated	 Autophagy	 Augments	
Temozolomide‐Induced	Apoptosis	in	Glioma	Cells.	PLoS ONE,	7(6),	e38706.		
Ling,	S.,	Chang,	X.,	Schultz,	L.,	Lee,	T.	K.,	Chaux,	A.,	Marchionni,	L.,	…	Berman,	D.	M.	(2011).	An	








of	 autophagy‐related	protein	5	 (ATG5)	 contributes	 to	 the	pathogenesis	of	 early‐stage	
cutaneous	melanoma.	Science Translational Medicine,	5(202),	202‐123.		
Liu,	H.,	Liu,	Z.,	Jiang,	B.,	Peng,	R.,	Ma,	Z.,	&	Lu,	J.	(2015).	SOX9	Overexpression	Promotes	Glioma	





Liu,	N.,	 Zhang,	 L.,	Wang,	 Z.,	 Cheng,	 Y.,	 Zhang,	 P.,	Wang,	 X.,	…	Tu,	 Y.	 (2017).	MicroRNA‐101	
inhibits	proliferation,	migration	and	invasion	of	human	glioblastoma	by	targeting	SOX9.	
Oncotarget,	8(12),	19244–19254.		
Liu,	 X.‐D.,	 Yao,	 J.,	 Tripathi,	 D.	 N.,	 Ding,	 Z.,	 Xu,	 Y.,	 Sun,	M.,	…	 Jonasch,	 E.	 (2015).	 Autophagy	
mediates	 HIF2α	 degradation	 and	 suppresses	 renal	 tumorigenesis.	Oncogene,	 34(19),	
2450–2460.		
Lomonaco,	S.	L.,	Finniss,	S.,	Xiang,	C.,	Decarvalho,	A.,	Umansky,	F.,	Kalkanis,	S.	N.,	…	Brodie,	C.	
(2009).	 The	 induction	 of	 autophagy	 by	 gamma‐radiation	 contributes	 to	 the	
radioresistance	of	glioma	stem	cells.	International Journal of Cancer,	125(3),	717–722.		
López‐Valero,	I.,	Torres,	S.,	Salazar‐Roa,	M.,	García‐Taboada,	E.,	Hernández‐Tiedra,	S.,	Guzmán,	
M.,	 …	 Lorente,	 M.	 (2018a).	 Optimization	 of	 a	 preclinical	 therapy	 of	 cannabinoids	 in	
combination	with	temozolomide	against	glioma.	Biochemical Pharmacology.		
López‐Valero,	 I.,	 Saiz‐Ladera,	 C.,	 Torres,	 S.,	 Hernández‐Tiedra,	 S.,	 García‐Taboada,	 E.,	








to	cannabinoid	antitumoral	action.	Cell Death and Differentiation,	18(6),	959–973.		
Louis,	D.	N.,	Ohgaki,	H.,	Wiestler,	O.	D.,	Cavenee,	W.	K.,	Burger,	P.	C.,	Jouvet,	A.,	…	Kleihues,	P.	
















pleiotrophin	predicts	poor	survival	 in	human	glioma.	 Journal of Clinical Neuroscience,	
21(11),	1885–1890.		
Maccarrone,	 M.,	 &	 Wenger,	 T.	 (2005).	 Effects	 of	 cannabinoids	 on	 hypothalamic	 and	
reproductive	function.	Handbook of Experimental Pharmacology,	(168),	555–571.		
Madhavan,	 S.,	 Zenklusen,	 J.‐C.,	 Kotliarov,	 Y.,	 Sahni,	 H.,	 Fine,	 H.	 A.,	 &	 Buetow,	 K.	 (2009).	
Rembrandt:	 helping	 personalized	 medicine	 become	 a	 reality	 through	 integrative	
translational	research.	Molecular Cancer Research,	7(2),	157–167.		
Maeda,	N.,	Ichihara‐Tanaka,	K.,	Kimura,	T.,	Kadomatsu,	K.,	Muramatsu,	T.,	&	Noda,	M.	(1999).	
A	 receptor‐like	 protein‐tyrosine	 phosphatase	 PTPzeta/RPTPbeta	 binds	 a	 heparin‐
binding	growth	factor	midkine.	Involvement	of	arginine	78	of	midkine	in	the	high	affinity	
binding	to	PTPzeta.	The Journal of Biological Chemistry,	274(18),	12474–12479.		
Marcu,	J.	P.,	Christian,	R.	T.,	Lau,	D.,	Zielinski,	A.	J.,	Horowitz,	M.	P.,	Lee,	J.,	…	McAllister,	S.	D.	
(2010).	 Cannabidiol	 Enhances	 the	 Inhibitory	 Effects	 of	 Δ9‐Tetrahydrocannabinol	 on	






drug.	British Journal of Clinical Pharmacology,	75(2),	303–312.		
Massi,	 P.,	 Vaccani,	 A.,	 Bianchessi,	 S.,	 Costa,	 B.,	Macchi,	 P.,	 &	 Parolaro,	 D.	 (2006).	 The	 non‐
psychoactive	 cannabidiol	 triggers	 caspase	 activation	 and	 oxidative	 stress	 in	 human	
glioma	cells.	Cellular and Molecular Life Sciences,	63(17),	2057–2066.		
Masui,	M.,	Okui,	T.,	Shimo,	T.,	Takabatake,	K.,	Fukazawa,	T.,	Matsumoto,	K.,	…	Sasaki,	A.	(2016).	
















(2010).	 Midkine	 inhibitors:	 application	 of	 a	 simple	 assay	 procedure	 to	 screening	 of	
inhibitory	compounds.	International Archives of Medicine,	3(1),	12.		
Maycotte,	 P.,	 Gearheart,	 C.	M.,	 Barnard,	 R.,	 Aryal,	 S.,	Mulcahy	 Levy,	 J.	M.,	 Fosmire,	 S.	 P.,	 …	
Thorburn,	 A.	 (2014).	 STAT3‐mediated	 autophagy	 dependence	 identifies	 subtypes	 of	







cell	 proliferation,	 invasion,	 and	 metastasis.	 Breast Cancer Research and Treatment,	
129(1),	37–47.		




Thomson,	 E.	 (2008).	 Comprehensive	 genomic	 characterization	 defines	 human	
glioblastoma	genes	and	core	pathways.	Nature,	455(7216),	1061–1068.		
Mechoulam,	 R.,	 Ben‐Shabat,	 S.,	 Hanus,	 L.,	 Ligumsky,	 M.,	 Kaminski,	 N.	 E.,	 Schatz,	 A.	 R.,	 …	





Mi,	R.,	 Chen,	W.,	&	Hoke,	A.	 (2007).	Pleiotrophin	 is	 a	neurotrophic	 factor	 for	 spinal	motor	
neurons.	Proceedings of the National Academy of Sciences,	104(11),	4664–4669.		
Michaud,	M.,	Martins,	I.,	Sukkurwala,	A.	Q.,	Adjemian,	S.,	Ma,	Y.,	Pellegatti,	P.,	…	Kroemer,	G.	












17	 kD	heparin‐binding	 growth	 factor	 (HBGF‐8)	 in	 bovine	 uterus:	 Purification	 and	N‐




epidermal	 growth	 factor	 receptor	 down‐regulation	 and	 ceramide	 production.	 The 
Prostate,	56(1),	1–12.		
Mirkin,	 B.	 L.,	 Clark,	 S.,	 Zheng,	 X.,	 Chu,	 F.,	 White,	 B.	 D.,	 Greene,	 M.,	 &	 Rebbaa,	 A.	 (2005).	




Lines.	Journal of Surgical Research,	155(1),	40–47.		
Molina,	E.	S.,	Pillat,	M.	M.,	Moura‐Neto,	V.,	Lah,	T.	T.,	&	Ulrich,	H.	(2014).	Glioblastoma	stem‐
like	 cells:	 approaches	 for	 isolation	 and	 characterization.	 Journal of Cancer Stem Cell 
Research,	1(1),	1.		
Moog‐Lutz,	 C.,	 Degoutin,	 J.,	 Gouzi,	 J.	 Y.,	 Frobert,	 Y.,	 Carvalho,	 N.	 B.,	 Bureau,	 J.,	 …	 Vigny,	M.	
(2005).	 Activation	 and	 Inhibition	 of	 Anaplastic	 Lymphoma	Kinase	Receptor	 Tyrosine	
Kinase	 by	 Monoclonal	 Antibodies	 and	 Absence	 of	 Agonist	 Activity	 of	 Pleiotrophin.	
Journal of Biological Chemistry,	280(28),	26039–26048.		
Morelli,	M.	 B.,	 Offidani,	M.,	 Alesiani,	 F.,	 Discepoli,	 G.,	 Liberati,	 S.,	 Olivieri,	 A.,	 …	Nabissi,	M.	













encodes	 a	 novel	 neural	 receptor	 tyrosine	 kinase	 that	 is	 highly	 related	 to	 leukocyte	
tyrosine	kinase	(LTK).	Oncogene,	14(18),	2175–2188.		
Motegi,	A.,	Fujimoto,	J.,	Kotani,	M.,	Sakuraba,	H.,	&	Yamamoto,	T.	(2004).	ALK	receptor	tyrosine	




Munson,	 A.	 E.,	 Harris,	 L.	 S.,	 Friedman,	 M.	 A.,	 Dewey,	 W.	 L.,	 &	 Carchman,	 R.	 A.	 (1975).	
Antineoplastic	activity	of	cannabinoids.	 Journal of the National Cancer Institute,	55(3),	
597–602.		
Muramatsu,	 T.	 (2002).	 Midkine	 and	 pleiotrophin:	 two	 related	 proteins	 involved	 in	





effects.	British Journal of Pharmacology,	171(4),	814–826.		
Murase,	R.,	Kawamura,	R.,	Singer,	E.,	Pakdel,	A.,	Sarma,	P.,	Judkins,	J.,	…	McAllister,	S.	D.	(2014).	
Targeting	multiple	cannabinoid	anti‐tumour	pathways	with	a	resorcinol	derivative	leads	
to	 inhibition	 of	 advanced	 stages	 of	 breast	 cancer.	 British Journal of Pharmacology,	
171(19),	4464–4477.	
Nabissi,	M.,	Morelli,	M.	B.,	Amantini,	C.,	Liberati,	S.,	Santoni,	M.,	Ricci‐Vitiani,	L.,	…	Santoni,	G.	
(2015).	 Cannabidiol	 stimulates	 AML‐1a‐dependent	 glial	 differentiation	 and	 inhibits	
glioma	 stem‐like	 cells	 proliferation	 by	 inducing	 autophagy	 in	 a	 TRPV2‐dependent	
manner.	International Journal of Cancer,	137(8),	1855–1869.		
Nabissi,	M.,	Morelli,	M.	B.,	Santoni,	M.,	&	Santoni,	G.	(2013).	Triggering	of	the	TRPV2	channel	
by	 cannabidiol	 sensitizes	 glioblastoma	 cells	 to	 cytotoxic	 chemotherapeutic	 agents.	
Carcinogenesis,	34(1),	48–57.		














Midkine	 protects	 hepatocellular	 carcinoma	 cells	 against	 TRAIL‐mediated	 apoptosis	
through	down‐regulation	of	caspase‐3	activity.	Cancer,	100(11),	2430–2436.		
Oldrini,	B.,	Curiel‐García,	Á.,	Marques,	C.,	Matia,	V.,	Uluçkan,	Ö.,	Graña‐Castro,	O.,	…	Squatrito,	
M.	 (2018).	 Somatic	 genome	 editing	 with	 the	 RCAS‐TVA‐CRISPR‐Cas9	 system	 for	
precision	tumor	modeling.	Nature Communications,	9(1),	1466.		
Olmeda,	D.,	Cerezo‐Wallis,	D.,	Riveiro‐Falkenbach,	E.,	Pennacchi,	P.	C.,	Contreras‐Alcalde,	M.,	

















Parsons,	D.	W.,	 Jones,	 S.,	 Zhang,	X.,	 Lin,	 J.	C.‐H.,	 Leary,	R.	 J.,	Angenendt,	P.,	…	Kinzler,	K.	W.	
(2008).	 An	 Integrated	 Genomic	 Analysis	 of	Human	Glioblastoma	Multiforme.	 Science,	
321(5897),	1807–1812.		







Signal Transduction and Targeted Therapy,	2,	17040.		
Peng,	 Y.‐F.,	 Shi,	 Y.‐H.,	 Ding,	 Z.‐B.,	 Ke,	 A.‐W.,	 Gu,	 C.‐Y.,	 Hui,	 B.,	 …	 Fan,	 J.	 (2013).	 Autophagy	
inhibition	 suppresses	 pulmonary	 metastasis	 of	 HCC	 in	 mice	 via	 impairing	 anoikis	
resistance	and	colonization	of	HCC	cells.	Autophagy,	9(12),	2056–2068.		
Perez‐Pinera,	P.,	Zhang,	W.,	Chang,	Y.,	Vega,	J.	A.,	&	Deuel,	T.	F.	(2007).	Anaplastic	lymphoma	
kinase	 is	 activated	 through	 the	 pleiotrophin/receptor	 protein‐tyrosine	 phosphatase	
beta/zeta	 signaling	 pathway:	 an	 alternative	 mechanism	 of	 receptor	 tyrosine	 kinase	
activation.	The Journal of Biological Chemistry,	282(39),	28683–28690.		
Pertwee,	R.	G.	 (2009).	Emerging	strategies	 for	exploiting	cannabinoid	receptor	agonists	as	
medicines.	British Journal of Pharmacology,	156(3),	397–411.		
Pertwee,	R.	G.,	Howlett,	A.	C.,	Abood,	M.	E.,	Alexander,	S.	P.	H.,	Di	Marzo,	V.,	Elphick,	M.	R.,	…	










activity	 of	 the	 endocannabinoid	 anandamide:	 correlation	 to	 its	 tumor‐suppressor	





P.	 (2013).	 Inhibition	 of	 DYRK1A	 destabilizes	 EGFR	 and	 reduces	 EGFR‐dependent	
glioblastoma	growth.	Journal of Clinical Investigation,	123(6),	2475–2487.		












tumorigenesis	by	heterozygous	disruption	of	the	beclin	1	autophagy	gene.	The Journal of 
Clinical Investigation,	112(12),	1809–1820.		
Ramer,	 R.,	 Heinemann,	 K.,	Merkord,	 J.,	 Rohde,	H.,	 Salamon,	 A.,	 Linnebacher,	M.,	 &	Hinz,	 B.	
(2013).	COX‐2	and	PPAR‐γ	confer	cannabidiol‐induced	apoptosis	of	human	lung	cancer	
cells.	Molecular Cancer Therapeutics,	12(1),	69–82.		
Ramer,	 R.,	 Fischer,	 S.,	 Haustein,	 M.,	 Manda,	 K.,	 &	 Hinz,	 B.	 (2014).	 Cannabinoids	 inhibit	











Güngör,	C.	 (2014).	The	multifunctional	 growth	 factor	midkine	promotes	proliferation	
and	migration	in	pancreatic	cancer.	Molecular Cancer Research,	12(5),	670–680.		
Rebbaa,	A.,	 Chou,	P.	M.,	&	Mirkin,	B.	 L.	 (2001).	 Factors	 secreted	by	human	neuroblastoma	
mediated	 doxorubicin	 resistance	 by	 activating	 STAT3	 and	 inhibiting	 apoptosis.	
Molecular Medicine,	7(6),	393–400.		
Reiff,	T.,	Huber,	L.,	Kramer,	M.,	Delattre,	O.,	Janoueix‐Lerosey,	I.,	&	Rohrer,	H.	(2011).	Midkine	











Riemenschneider,	 M.	 J.,	 &	 Reifenberger,	 G.	 (2009).	 Molecular	 neuropathology	 of	 gliomas.	











Rothenstein,	 J.	M.,	&	Chooback,	N.	 (2018).	ALK	 inhibitors,	 resistance	development,	 clinical	
trials.	Current Oncology,	25(Suppl	1),	59.		










G.	 (2009).	 Cannabinoid	 action	 induces	 autophagy‐	 mediated	 cell	 death	 through	




via	FOXO	inactivation.	Cell Death and Differentiation,	22(1),	131–144.		
Sanai,	 N.,	 Alvarez‐Buylla,	 A.,	 &	 Berger,	 M.	 S.	 (2005).	 Neural	 Stem	 Cells	 and	 the	 Origin	 of	
Gliomas.	New England Journal of Medicine,	353(8),	811–822.		
Sánchez,	C.,	de	Ceballos,	M.	L.,	Gomez	del	Pulgar,	T.,	Rueda,	D.,	Corbacho,	C.,	Velasco,	G.,	…	





Sánchez,	 M.	 G.,	 Ruiz‐Llorente,	 L.,	 Sánchez,	 A.	 M.,	 &	 Díaz‐Laviada,	 I.	 (2003).	 Activation	 of	







(2001).	 Midkine	 is	 involved	 in	 neutrophil	 infiltration	 into	 the	 tubulointerstitium	 in	










in	vivo	by	using	avian	retroviral	vectors.	Proceedings of the National Academy of Sciences 
of the United States of America,	105(29),	10137–10142.		
Shaw,	A.	T.,	Friboulet,	L.,	Leshchiner,	I.,	Gainor,	J.	F.,	Bergqvist,	S.,	Brooun,	A.,	…	Engelman,	J.	A.	
(2016).	Resensitization	to	Crizotinib	by	the	Lorlatinib	ALK	Resistance	Mutation	L1198F.	
New England Journal of Medicine,	374(1),	54–61.		
She,	Z.‐Y.,	&	Yang,	W.‐X.	(2015).	SOX	family	transcription	factors	involved	in	diverse	cellular	





Nuclear	targeting	by	the	growth	factor	midkine.	Molecular and Cellular Biology,	22(19),	
6788–6796.		
Shih,	A.	H.,	Dai,	 C.,	Hu,	 X.,	Rosenblum,	M.	K.,	Koutcher,	 J.	 A.,	&	Holland,	E.	C.	 (2004).	Dose‐






P.	N.	 (1990).	A	 gene	 from	 the	human	 sex‐determining	 region	 encodes	 a	protein	with	
homology	to	a	conserved	DNA‐binding	motif.	Nature,	346(6281),	240–244.		
Singer,	E.,	Judkins,	J.,	Salomonis,	N.,	Matlaf,	L.,	Soteropoulos,	P.,	McAllister,	S.,	&	Soroceanu,	L.	
(2015).	 Reactive	 oxygen	 species‐mediated	 therapeutic	 response	 and	 resistance	 in	
glioblastoma.	Cell Death and Disease,	6(1),	e1601‐11.		





D.	(2012).	Cannabidiol	inhibits	angiogenesis	by	multiple	mechanisms.	British Journal of 
Pharmacology,	167(6),	1218–1231.		











pleiotrophin	as	 emerging	players	 in	 immune	 regulation.	 Journal of Leukocyte Biology,	
102(2),	277–286.		
Spencer,	D.	A.,	Auffinger,	B.	M.,	Murphy,	J.	P.,	Muroski,	M.	E.,	Qiao,	J.,	Gorind,	Y.,	&	Lesniak,	M.	S.	
(2017).	 Hitting	 a	 Moving	 Target:	 Glioma	 Stem	 Cells	 Demand	 New	 Approaches	 in	
Glioblastoma	Therapy.	Current Cancer Drug Targets,	17(3),	236–254.		
Spinello,	I.,	Saulle,	E.,	Quaranta,	M.	T.,	Pasquini,	L.,	Pelosi,	E.,	Castelli,	G.,	…	Labbaye,	C.	(2018).	








of	 ATM/Chk2/p53	 pathway	 components	 accelerates	 tumor	 development	 and	
contributes	to	radiation	resistance	in	gliomas.	Cancer Cell,	18(6),	619–629.		
Stoica,	G.	E.,	Kuo,	A.,	Aigner,	A.,	Sunitha,	I.,	Souttou,	B.,	Malerczyk,	C.,	…	Wellstein,	A.	(2001).	
Identification	 of	 Anaplastic	 Lymphoma	 Kinase	 as	 a	 Receptor	 for	 the	 Growth	 Factor	
Pleiotrophin.	The Journal of Biological Chemistry, 276 (20),	16772‐16779.		
Stoica,	G.	E.,	Kuo,	A.,	Powers,	C.,	Bowden,	E.	T.,	Sale,	E.	B.,	Riegel,	A.	T.,	&	Wellstein,	A.	(2002).	
Midkine	 binds	 to	 anaplastic	 lymphoma	 kinase	 (ALK)	 and	 acts	 as	 a	 growth	 factor	 for	
different	cell	types.	The Journal of Biological Chemistry,	277(39),	35990–35998.		
Stupp,	R.,	Mason,	W.	P.,	van	den	Bent,	M.	J.,	Weller,	M.,	Fisher,	B.,	Taphoorn,	M.	J.	B.,	…	National	
Cancer	Institute	of	Canada	Clinical	Trials	Group.	(2005).	Radiotherapy	plus	Concomitant	
and	 Adjuvant	 Temozolomide	 for	 Glioblastoma.	 New England Journal of Medicine,	
352(10),	987–996.		
Stupp,	R.,	Taillibert,	S.,	Kanner,	A.,	Read,	W.,	Steinberg,	D.	M.,	Lhermitte,	B.,	…	Ram,	Z.	(2017).	
Effect	 of	 Tumor‐Treating	 Fields	 Plus	 Maintenance	 Temozolomide	 vs	 Maintenance	
Temozolomide	Alone	on	Survival	in	Patients	With	Glioblastoma.	JAMA,	318(23),	2306.		
Stylianou,	 D.	 C.,	 Auf	 der	 Maur,	 A.,	 Kodack,	 D.	 P.,	 Henke,	 R.	 T.,	 Hohn,	 S.,	 Toretsky,	 J.	 A.,	 …	
Wellstein,	 A.	 (2009).	 Effect	 of	 single‐chain	 antibody	 targeting	 of	 the	 ligand‐binding	
domain	in	the	anaplastic	lymphoma	kinase	receptor.	Oncogene,	28(37),	3296–3306.		
Stylli,	S.	S.,	Luwor,	R.	B.,	Ware,	T.	M.	B.,	Tan,	F.,	&	Kaye,	A.	H.	(2015).	Mouse	models	of	glioma.	
Journal of Clinical Neuroscience,	22(4),	619–626.		
Sueyoshi,	T.,	Jono,	H.,	Shinriki,	S.,	Ota,	K.,	Ota,	T.,	Tasaki,	M.,	…	Ando,	Y.	(2012).	Therapeutic	
approaches	 targeting	 midkine	 suppress	 tumor	 growth	 and	 lung	 metastasis	 in	
osteosarcoma.	Cancer Letters,	316(1),	23–30.		













Suzuki,	 N.,	 Shibata,	 Y.,	 Urano,	 T.,	 Murohara,	 T.,	 Muramatsu,	 T.,	 &	 Kadomatsu,	 K.	 (2004).	
Proteasomal	Degradation	of	 the	Nuclear	Targeting	Growth	Factor	Midkine.	 Journal of 
Biological Chemistry,	279(17),	17785–17791.		
Swartling,	F.	J.,	Ferletta,	M.,	Kastemar,	M.,	Weiss,	W.	A.,	&	Westermark,	B.	(2009).	Cyclic	GMP‐
dependent	 protein	 kinase	 II	 inhibits	 cell	 proliferation,	 Sox9	 expression	 and	 Akt	
phosphorylation	in	human	glioma	cell	lines.	Oncogene,	28(35),	3121–3131.		
Swartling,	F.	J.,	Savov,	V.,	Persson,	A.	I.,	Chen,	J.,	Hackett,	C.	S.,	Northcott,	P.	A.,	…	Weiss,	W.	A.	
(2012).	 Distinct	 neural	 stem	 cell	 populations	 give	 rise	 to	 disparate	 brain	 tumors	 in	
response	to	N‐MYC.	Cancer Cell,	21(5),	601–613.		
Tagscherer,	K.	E.,	Fassl,	A.,	Campos,	B.,	Farhadi,	M.,	Kraemer,	A.,	Böck,	B.	C.,	…	Roth,	W.	(2008).	






suppresses	 tumorigenicity	 of	 mouse	 rectal	 carcinoma	 cells.	 Cancer Research,	 61(23),	
8486–8491.	
Tao,	Z.,	Li,	T.,	Ma,	H.,	Yang,	Y.,	Zhang,	C.,	Hai,	L.,	…	Yang,	X.	(2018).	Autophagy	suppresses	self‐
renewal	 ability	 and	 tumorigenicity	 of	 glioma‐initiating	 cells	 and	 promotes	 Notch1	
degradation.	Cell Death & Disease,	9(11),	1063.		
Tchougounova,	E.,	Kastemar,	M.,	Bråsäter,	D.,	Holland,	E.	C.,	Westermark,	B.,	&	Uhrbom,	L.	
(2007).	 Loss	 of	 Arf	 causes	 tumor	 progression	 of	 PDGFB‐induced	 oligodendroglioma.	
Oncogene,	26(43),	6289–6296.	
Tekirdag,	 K.,	 &	 Cuervo,	 A.	 M.	 (2018).	 Chaperone‐mediated	 autophagy	 and	 endosomal	
microautophagy:	Joint	by	a	chaperone.	Journal of Biological Chemistry,	293(15),	5414–
5424.		
Thomsen,	M.	K.,	Ambroisine,	L.,	Wynn,	S.,	Cheah,	K.	S.	E.,	Foster,	C.	S.,	Fisher,	G.,	…	Transatlantic	
Prostate	 Group.	 (2010).	 SOX9	 elevation	 in	 the	 prostate	 promotes	 proliferation	 and	
cooperates	with	PTEN	loss	to	drive	tumor	formation.	Cancer Research,	70(3),	979–987.		
Tian,	W.,	Shen,	J.,	&	Chen,	W.	(2017).	Suppression	of	midkine	gene	promotes	the	antitumoral	













Cell	 Adhesion,	 Mediated	 by	 the	 Heparin‐binding	 Neuroregulatory	 Factor	 Midkine,	 Is	
Specifically	Inhibited	by	Chondroitin	Sulfate	E.	Journal of Biological Chemistry,	275(48),	
37407–37413.		
Ulasov,	 I.	V,	Nandi,	S.,	Dey,	M.,	Sonabend,	A.	M.,	&	Lesniak,	M.	S.	 (2011).	 Inhibition	of	Sonic	
hedgehog	and	Notch	pathways	enhances	sensitivity	of	CD133(+)	glioma	stem	cells	 to	
temozolomide	therapy.	Molecular Medicine,	17(1–2),	103–112.		
Umehara,	 Y.,	 Yamada,	 S.,	 Nishimura,	 S.,	 Shioi,	 J.,	 Robakis,	 N.	 K.,	 &	 Sugahara,	 K.	 (2004).	
Chondroitin	 sulfate	 of	 appican,	 the	 proteoglycan	 form	 of	 amyloid	 precursor	 protein,	
produced	 by	 C6	 glioma	 cells	 interacts	with	 heparin‐binding	 neuroregulatory	 factors.	
FEBS Letters,	557(1–3),	233–238.		
Van	Meir,	EG.,Hadjipanayis,	CG.,	Norden,	AD.,	Shu,	HK.,	Wen,	PY.,	&Olson,	JJ.	(2010)	Exciting 
new advances in neuro-oncology: the avenue to a cure for malignant glioma,	60(3):166‐
193.		
Van	Vulpen,	M.,	Kal,	H.	B.,	Taphoorn,	M.	J.	B.,	&	El‐Sharouni,	S.	Y.	(2002).	Changes	in	blood‐









Characterization	 of	 the	 expression	 of	 the	ALK	 receptor	 tyrosine	 kinase	 in	mice.	Gene 
Expression Patterns,	6(5),	448–461.	
Vervoort,	 V.	 S.,	 Lu,	M.,	 Valencia,	 F.,	 Lesperance,	 J.,	 Breier,	 G.,	 Oshima,	 R.,	 &	 Pasquale,	 E.	 B.	





Vescovi,	 A.	 L.,	 Galli,	 R.,	&	Reynolds,	 B.	 A.	 (2006).	 Brain	 tumour	 stem	 cells.	Nature Reviews 
Cancer,	6(6),	425–436.		
Vitale,	I.,	Manic,	G.,	Dandrea,	V.,	&	De	Maria,	R.	(2015).	Role	of	autophagy	in	the	maintenance	








cancer	 cells	 growth	 and	 induces	 apoptosis	 involved	 caspase‐3,8,9	 activation	 and	
mitochondrial	depolarization.	Journal of Biomedical Science,	14(6),	783–795.		
Wasik,	A.	M.,	Almestrand,	S.,	Wang,	X.,	Hultenby,	K.,	Dackland,	Å.‐L.,	Andersson,	P.,	…	Sander,	
B.	 (2011).	WIN55,212‐2	 induces	 cytoplasmic	 vacuolation	 in	 apoptosis‐resistant	 MCL	
cells.	Cell Death & Disease,	2(11),	e225.	
Weckbach,	L.	T.,	Groesser,	L.,	Borgolte,	J.,	Pagel,	J.‐I.,	Pogoda,	F.,	Schymeinsky,	J.,	…	Walzog,	B.	
(2012).	 Midkine	 acts	 as	 proangiogenic	 cytokine	 in	 hypoxia‐induced	 angiogenesis.	




Wellstein,	 A.	 (2012).	 ALK	 receptor	 activation,	 ligands	 and	 therapeutic	 targeting	 in	
glioblastoma	and	in	other	cancers.	Frontiers in Oncology,	2,	1–9.		
Werder,	A.	Von,	Seidler,	B.,	Schmid,	R.	M.,	Schneider,	G.,	&	Saur,	D.	(2012).	Production	of	avian	
retroviruses	 and	 tissue‐specific	 somatic	 retroviral	 gene	 transfer	 in	 vivo	 using	 the	
RCAS/TVA	system.	Nature Protocols,	7(6),	1168–1183.		
Westphal,	M.,	Hilt,	D.	C.,	Bortey,	E.,	Delavault,	P.,	Olivares,	R.,	Warnke,	P.	C.,	…	Ram,	Z.	(2003).	





















Xia,	X.,	 Lu,	 J.‐J.,	 Zhang,	 S.‐S.,	 Su,	C.‐H.,	&	Luo,	H.‐H.	 (2016).	Midkine	 is	 a	 serum	and	urinary	
biomarker	 for	 the	 detection	 and	 prognosis	 of	 non‐small	 cell	 lung	 cancer.	Oncotarget,	
7(52),	87462–87472.	
Xu,	X.,	Wang,	Z.,	Liu,	N.,	Cheng,	Y.,	Jin,	W.,	Zhang,	P.,	…	Tu,	Y.	(2018).	Association	between	SOX9	




Yamashita,	 T.,	 Shimada,	H.,	 Tanaka,	 S.,	 Araki,	 K.,	 Tomifuji,	M.,	Mizokami,	 D.,	…	 Shiotani,	 A.	
(2016).	Serum	midkine	as	a	biomarker	for	malignancy,	prognosis,	and	chemosensitivity	
in	head	and	neck	squamous	cell	carcinoma.	Cancer Medicine,	5(3),	415–425.		
Yamazaki,	 S.,	 Lam,	 J.	 L.,	 Zou,	 H.	 Y.,	 Wang,	 H.,	 Smeal,	 T.,	 &	 Vicini,	 P.	 (2014).	 Translational	
pharmacokinetic‐pharmacodynamic	modeling	for	an	orally	available	novel	inhibitor	of	
















properties	 of	 radio‐chemoresistant	 glioblastoma	 stem	 cell	 clones	 are	 associated	with	
metabolic	adaptation	to	reduced	glucose	dependence.	PloS One,	8(11),	e80397.		





Zeng,	 M.,	 &	 Zhou,	 J.‐N.	 (2008).	 Roles	 of	 autophagy	 and	 mTOR	 signaling	 in	 neuronal	
differentiation	of	mouse	neuroblastoma	cells.	Cellular Signalling,	20(4),	659–665.		
Zhang,	D.,	Ding,	L.,	 Li,	 Y.,	Ren,	 J.,	 Shi,	G.,	Wang,	Y.,	…	Hou,	Y.	 (2017).	Midkine	derived	 from	
cancer‐associated	 fibroblasts	 promotes	 cisplatin‐resistance	 via	 up‐regulation	 of	 the	
expression	of	lncRNA	ANRIL	in	tumour	cells.	Scientific Reports,	7(1),	1–11.		
Zhang,	I.,	Zaorsky,	N.	G.,	Palmer,	J.	D.,	Mehra,	R.,	&	Lu,	B.	(2015).	Targeting	brain	metastases	in	














Epithelial	 Mesenchymal	 Transition	 of	 Lung	 Adenocarcinoma	 through	 Increasing	
Transcription	of	Midkine.	Molecular Endocrinology,	26(8),	1304–1315.		






Zhao,	 Y.,	 Huang,	 Q.,	 Yang,	 J.,	 Lou,	 M.,	 Wang,	 A.,	 Dong,	 J.,	 …	 Zhang,	 T.	 (2010).	 Autophagy	
impairment	 inhibits	 differentiation	 of	 glioma	 stem/progenitor	 cells.	 Brain Research,	
1313,	250–258.		
Zhao,	Z.‐Q.,	Yang,	S.,	&	Lu,	H.‐S.	(2011).	Expression	of	midkine	and	vascular	endothelial	growth	




human	 embryonic	 stem	 cells.	Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United States of America,	106(19),	7840–7845.		
Zhu,	H.,	Acquaviva,	J.,	Ramachandran,	P.,	Boskovitz,	A.,	Woolfenden,	S.,	Pfannl,	R.,	…	Charest,	A.	
(2009).	 Oncogenic	 EGFR	 signaling	 cooperates	 with	 loss	 of	 tumor	 suppressor	 gene	
functions	in	gliomagenesis.	Proceedings of the National Academy of Sciences of the United 
States of America,	106(8),	2712–2716.	






Zhuang,	W.,	Li,	B.,	 Long,	 L.,	Chen,	L.,	Huang,	Q.,	&	Liang,	Z.	 (2011).	 Induction	of	 autophagy	
promotes	 differentiation	 of	 glioma‐initiating	 cells	 and	 their	 radiosensitivity.	
International Journal of Cancer,	129(11),	2720–2731.	
Zou,	H.	Y.,	Friboulet,	L.,	Kodack,	D.	P.,	Engstrom,	L.	D.,	Li,	Q.,	West,	M.,	…	Smeal,	T.	(2015a).	PF‐




blocking	 crizotinib‐resistant	ROS1	mutations.	Proceedings of the National Academy of 
Sciences,	112(11),	3493–3498.	
Zou,	P.,	Muramatsu,	H.,	Miyata,	T.,	&	Muramatsu,	T.	(2006).	Midkine,	a	heparin‐binding	growth	





ANEXO I: ESTADÍSTICA LDA 


























ANEXO II: PUBLICACIONES 






(2015).	 Exploiting	 cannabinoid‐induced	 cytotoxic	 autophagy	 to	 drive	 melanoma	 cell	
death.	Journal of Investigative Dermatology,	135(6),	1629–1637.		
Salazar,	M.,	 Lorente,	 M.,	 García‐Taboada,	 E.,	 Pérez	 Gómez,	 E.,	 Dávila,	 D.,	 Zúñiga‐García,	 P.,	
Flores,	 JM.,	Rodríguez,	A.,	Hegedus,	Z.,	Mosén‐Ansorena,	D.,	Aransay,	A.M.,	Hernández‐
Tiedra,	S.,	López-Valero, I..,	Quintanilla,	M.,	Sánchez,	C.,	Iovanna,	J.L.,	Dusetti,	N.,	Guzmán,	
M.,	 Francis,	 S.E.,	 Carracedo,	 A.,	 Kiss‐Toth,	 E.	 &	 Velasco,	 G..	 (2015).	 Loss	 of	 Tribbles	
pseudokinase‐3	promotes	Akt‐driven	 tumorigenesis	via	FOXO	 inactivation.	Cell Death 
and Differentiation,	22(1),	131–144.		
Salazar,	M.,	 Lorente,	 M.,	 García‐Taboada,	 E.,	 Pérez	 Gómez,	 E.,	 Dávila,	 D.,	 Zúñiga‐García,	 P.,	
Flores,	 JM.,	Rodríguez,	A.,	Hegedus,	Z.,	Mosén‐Ansorena,	D.,	Aransay,	A.M.,	Hernández‐
Tiedra,	S.,	López-Valero, I..,	Quintanilla,	M.,	Sánchez,	C.,	Iovanna,	J.L.,	Dusetti,	N.,	Guzmán,	
M.,	 Francis,	 S.E.,	 Carracedo,	 A.,	 Kiss‐Toth,	 E.	 &	 Velasco,	 G..	 (2015).	 TRIB3	 suppresses	
tumorigenesis	 by	 controlling	 mTORC2/AKT/FOXO	 signaling.	 Mollecular & Cellular 
Oncology, 2(3),	e980134.	
Hernández‐Tiedra,	S.,	 Fabriàs,	G.,	Dávila,	D.,	 Salanueva,	 I.J.,	 Casas,	 J.,	Montes	L.R.,	Antón,	Z.,	
García‐Taboada,	E.,	Salazar,	M.,	Lorente,	M.,	Nylandsted,	J.,	Armstrong,	J.,	López-Valero, 




López-Valero, I.,	 Saiz‐Ladera,	 C.,	 Torres,	 S.,	 Hernández‐Tiedra,	 S.,	 García‐Taboada,	 E.,	
Rodríguez‐Fornés,	F.,	Barba,	M.,	Dávila,	D.,	Salvador‐Tormo,	N.,	Guzmán,	M.,	Sepúlveda,	
J.M.,	 Sánchez‐Gómez,	 P.,	 Lorente,	M.	&	Velasco,	G.	 (2018).	 Targeting	Glioma	 Initiating	
Cells	 with	 A	 combined	 therapy	 of	 cannabinoids	 and	 temozolomide.	 Biochemical 
Pharmacology,	157,	266–274.		
López-Valero, I.*,	Torres,	S.*,	Salazar‐Roa,	M.,	García‐Taboada,	E.,	Hernández‐Tiedra,	S.,	
Guzmán,	M.,	Sepúlveda,	J.M.,	Velasco,	G.	&	Lorente,	M.	(2018).	Optimization	of	a	
preclinical	therapy	of	cannabinoids	in	combination	with	temozolomide	against	glioma.	
Biochemical Pharmacology,	157,	275‐284.	
*	Ambos	autores	contribuyeron	igualmente	al	trabajo	
	
 
